Résumé

L'avortement spontané est un probléme courant au cours de la grossesse, il affecte presque 25 a 50% des
femmes qui tentent a procréer. Il a été évalué qu’entre 30% a 60% de toutes les grossesses dans I'espece
humaine échouent avant d’achever leur développement intra-utérin et que plus de 60% sont
cytogénétiquement anormaux. La plupart des avortements ont lieu apres la premiére semaine de gestation.
Bien que la plupart des avortements sont sporadiques, 1 a 3% des couples présentent des avortements a
répétition qui se définissent par deux avortements ou plus. Plusieurs pathologies ont été considérées comme
causes des avortements, les anomalies chromosomiques représentent approximativement 50 a 60% des cas. Le
mode de vie moderne, la sédentarité, et I'exposition aux toxines exogenes et endogenes conduisent a une
augmentation des dommages de I'ADN. Ceci peut avoir un impact sur les ovocytes, les spermatozoides et/ou
I'embryon en développement conduisant a l'infertilité, a des fausses couches et ou a des malformations
congénitales. Dans le présent travail la génotoxicité et la cytotoxicité ont été évaluées in vitro sur des
lymphocytes du sang périphérique humains de 30 couples colligés pour aux moins deux fausses couches, est-ce
par I'étude des biomarqueurs cytogénétiques : la fréquence de Micronoyaux (MN), I'Indice de Prolifération
cellulaire (IP), les Aberrations Chromosomiques (AC), I'Indice Mitotique (IM), I'Indice de Stimulation (IS), les
Echanges entre les Chromatides Sceurs (ECS) et I'indice de Réplication (IR). Les résultats ont été comparés a
ceux des témoins et ont affichés une instabilité chromosomique trés marquée chez ces couples. La prévalence
des aberrations chromosomiques est estimée a 53,34%, elles sont plus fréquentes chez les femmes que chez les
hommes (R=1,25). Le taux des AC (0,0066% 0,0016)(p<0,05), La fréquence de MN (0,0048+ 0,0003) (p<0,001), et
le taux des ECS des couples (1,8567+ 0,1742) (p<0,001) sont plus élevés en comparaison avec les témoins. Ainsi,
ces tests peuvent constituer des biomarqueurs, prédictifs de la répétition des accidents abortifs ; ils peuvent
constituer ainsi des facteurs pronostiques, concernant le résultat obstétrical. Les résultats de I'étude soulignent
I'importance de I'exploration cytogénétique des couples aux antécédents de pertes foetales spontanées a
répétition, est ce, dés le second accident. A la lumiére de ces données, un conseil génétique adapté est proposé.
Les facteurs nutritionnels et environnementaux doivent également étre pris en compte, ceci a toute son
importance puisqu’il s’agit de facteurs modulables et permettant ainsi d’améliorer la prise en charge des

couples souffrant de FCR, grace a I'établissement de recommandations de régime alimentaire et de style de vie

sans omettre le soutien psychologique.

Mots clés : avortements spontanés précoces a répétition, dommages de I’ADN, conseil génétique
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RESUME

L'avortement spontané est un probléeme courant au cours de la grossesse, il affecte presque 25 a 50%
des femmes qui tentent a procréer. Il a été évalué qu’entre 30% a 60% de toutes les grossesses dans
I’espece humaine échouent avant d’achever leur développement intra-utérin et que plus de 60% sont
cytogénétiquement anormaux.La plupart des avortements ont lieu aprés la premiére semaine de
gestation. Bien que la plupart des avortements sont sporadiques, 1 a 3% des couples présentent des
avortements a répétition qui se définissent par deux avortements ou plus. Plusieurs pathologies ont été
considérées comme causes des avortements, les anomalies chromosomiques représentent
approximativement 50 a 60% des cas. Le mode de vie moderne, la sédentarité, et |'exposition aux
toxines exogénes et endogénes conduisent a une augmentation des dommages de I'ADN. Ceci peut
avoir un impact sur les ovocytes, les spermatozoides et/ou I'embryon en développement conduisant a
I'infertilité, a des fausses couches et ou a des malformations congénitales. Dans le présent travail la
génotoxicitéet la cytotoxicité ont été évaluées in vitro sur des lymphocytes du sang périphérique
humains de 30 couples colligés pour aux moins deux fausses couches, est-ce par I'étude des
biomarqueurscytogénétiques: la fréquence de Micronoyaux (MN), I'Indice de Prolifération cellulaire (IP),
les Aberrations Chromosomiques (AC), I'Indice Mitotique (IM), I'Indice de Stimulation (IS), les Echanges
entre les Chromatides Sceurs (ECS) et I'indice de Réplication (IR). Les résultats ont été comparés a ceux
des témoins et ont affichés une instabilité chromosomique trés marquée chez ces couples. La
prévalence des aberrations chromosomiquesest estimée a 53,34%, elles sont plus fréquentes chez les
femmes que chez les hommes (R= 1,25). Le taux des AC (0,0066+ 0,0016)(p<0,05), La fréquence de MN
(0,0048+ 0,0003) (p<0,001), et le taux des ECS des couples (1,8567+ 0,1742) (p<0,001) sont plus élevés
en comparaison avec les temoins. Ainsi, ces tests peuvent constituer des biomarqueurs, prédictifs de la
répétition des accidents abortifs ; ils peuvent constituer ainsi des facteurs pronostiques, concernant le
résultat obstétrical. Les résultats de I’étude soulignent I'importance de I'exploration cytogénétique des
couples aux antécédents de pertes foetales spontanées a répétition, est ce, dés le second accident. A la
lumiere de ces données, un conseil génétique adapté est proposé. Les facteurs nutritionnels et
environnementaux doivent également étre pris en compte, ceci a toute son importance puisqu’il s’agit
de facteurs modulables et permettant ainsi d’améliorer la prise en charge des couples souffrant de FCR,
grace a |'établissement de recommandations de régime alimentaire et de style de vie sans omettre le

soutien psychologique.

Mots clés : avortements spontanés précoces a répétition, dommages de I’ADN, conseil génétique
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ABSTRACT

Spontaneous abortion is a common problem during pregnancy, affecting almost 25 to 50% of women
trying to conceive. Most abortions take place after the first week of gestation.It has been estimated that
between 30% to 60% of all pregnancies in humans fail before they complete their intrauterine
development and that more than 60% are cytogenetically abnormal.Although most abortions are
sporadic, 1-3% of couples have recurrent abortions that are defined as two or more abortions. Several
pathologies have been considered as causes of abortions, chromosomal abnormalities represent
approximately 50-60% of cases. Modern lifestyle, sedentary lifestyle, and exposure to exogenous and
endogenous toxins lead to increased DNA damage. This can impact on the oocytes, sperm and / or the
developing embryo leading to infertility, miscarriages and / or birth defects. In the present work the
genotoxicity and the cytotoxicity were evaluated in vitro on human lymphocytes of 30 couples collected
for at least two miscarriages, by the studying biomarkers of cytogenetics: frequency of Micronuclei
(MN), the Cellular Proliferation Index (PI), Chromosomal Aberrations (AC), Mitotic Index (Ml),
Stimulation Index (IS), Sister Chromatid Exchanges (ECS) and Replication Index (IR). The results were
compared with those of the control and showed very marked genotoxicity in these couples. The
prevalence of chromosomal aberrations in these couples is estimated at 53.34%, or 16 out of 30, more
frequent in women than in men (R = 1.25). The rate of AC (0.0066 + 0.0016) (p <0.001), The frequency of
MN (0.0048 + 0.0003) (p <0.001), and The rate of ECS was (1.8567 + 0.1742) (p <0.001) of the couples,
werehigher compared to the controls. Thus, these tests can constitute biomarkers, providers of the
repetition of abortive accidents; they can thus constitute prognostic factors, concerning the obstetric
result. Our results underline the importance of cytogenetic exploration of couples with a history of
recurrent spontaneous fetal loss, even from the second accident. In the light of these results, suitable
genetic counseling is offered. Nutritional and environmental factors must also be taken into account,
this is of all importance since it is a modulable factors and thus making it possible to improve the
management of couples suffering from RM, thanks to the establishment of diet and lifestyle

recommendations without omitting psychological support.

Keywords: repeated miscarriages, DNA damage, genetic counseling
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INTRODUCTION GENERALE

Il a été évalué qu’entre 30% a 60% de toutes les grossesses de |I'espéce humaine échouent avant
d’acheverleurdéveloppement intra-utérin, on estime que plus de grossesses sont perduesspontanément
que celles arrivant a terme et que plus de 60% sont cytogénétiguement anormaux [Rai et Regan, 2006;
Stephenson et Kutteh, 2007]. L'avortement spontané (AS) est un probleme courant au cours de la
grossesse, il affecte presque 25 a 50% des femmes qui tentent a procréer, cependant seulement 15% des
cas sont détectés cliniguement. Ainsi, la fréquence exacte des avortements spontés reste inconnue, car ils

se produisent souvent avant méme que la femme reconnaisse sa grossesse.

La plupart des avortements ont lieu aprés la premiére semaine de gestation, et plus particulierement
jusqu’a la 14®™ semaine. Bien que la plupart des avortements sont sporadiques, 1 a 3% des couples
présentent des avortements a répétition qui se définissent par deux avortements ou plus. Ceci est congu
comme un événement traumatisant, entrainant des symptomes de dépression, d'anxiété, et une baisse de
|'estime de soi avec un retentissement significatif sur la vie psycho-sociale du couple [Bagchi et Friedman,

1999 ; Serrano et Lima 2006].

Plusieurs étiologies ont été considérées comme causes des avortementsspontanés précoces, les anomalies
chromosomiques représentent approximativement 50a 60% des cas. La cause des avortements précoces a
répétition peut étre permanente et unique, comme elle peut étre plus complexe correspondant a une

association de facteurs favorisants.

Il est bien établit que les couples présentant des avortements spontanés précoces a répétition (ASPR) ont
une incidence élevée d'instabilité chromosomique.Cette incidence dans la population générale est inférieur
a 1% [Diejomaoh, 2015], alors qu'il varie entre 3 % a 6 % chez les couples ayant fait deux avortements
spontanés ou plus [Brackeeleer et Dao, 1990; Clifford et al., 1994]. Lorsqu'un parent porte un
réarrangement chromosomique, le risque d’avortement spontané est généralement de 25 a 50 % [Gardner
et Sutherland, 1996]. Il est le résultat de la production de gametes et d'embryons avec des dommages
chromosomiques [Lindenbaum et Bobrow, 1975 ; Stene et Stengel-Rutkowski, 1982]. Les conséquences
cliniques de ces gametes anormaux incluent la stérilité, les avortements spontanés répétés et la naissance
de nouveau-nés malformés [Chandley et al., 1975; Neri et al., 1983].

llexiste une littérature abondante concernant l'implication des anomalies chromosomiques dans la perte
précoce des grossesses, mesuréesa |'aide du test des aberrations chromosomiques. Cependant, il y a peu
de données concernant |'implication de I'ADN endommagé évaluéepar le test des micronoyaux (Mnx), ainsi
gue le test des échanges entre les chromatides sceurs (ECS) dans les cas d'échec de la reproduction a un

stade précoce.

L’analyse cytogénétique conventionnelle peut étre réalisée sur les produits d’avortement, cependant elle
est associée a des échecs de culture ou a des contaminations avec les cellules maternelles, en plus un

certains nombres de grossesse sont perdues a un stade trés précoce de développement et sont donc




ETUDE CYTOGENETIQUE DES COUPLES MAROCAINS SOUFFRANT D’AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION

difficile a examiner. Par conséquent, la plupart des travaux réalisés sur les AS a répétition sont basés sur

|'étude des couples concernés.

La répétition des avortements est une maladie qui a été décrite comme un événement douloureux pour les
couples. Ainsi, l'identification des facteurs sous-jacents est cruciale pour le développement d'un traitement
plus efficace et I'amélioration des résultats des grossesses ultérieures chez les couples qui en souffrent.
Devant cette expérience, le personnel soignant est responsable de fournir le soutien nécessaire aux familles
endeuillées, d’explorer la cause de cette perte et d’en informer le couple. Ces informations peuvent donner
une idée sur le pourquoi de la perte, qui pourra aider les parents dans leur processus de deuil et qui aura
une grande valeur dans la détermination du risque de récurrence, le conseil et la prévention pour les

grossesses futures.

C’est dans cette perspective, d’étudier les couples souffrants d’ASPR que s’inscrit la présente thése. En
prenant en compte I'énorme impact des anomalies chromosomiques des couples dans I'échec de la
reproduction, ce travail a pour objectif principal I'évaluation des dommages chromosomiques sur le
matériel génétique des lymphocytes du sang périphérique de ces couples. En effet, notre travail a été mené
pour approfondir les connaissances concernant l'instabilité chromosomique chez les couples souffrant
d’avortements spontanés précoces a répétition. Il tentera de relier le niveau des dommages
chromosomiques dans les lymphocytes du sang périphérique des couples atteints, par le biais du test des
aberrations chromosomiques, le test des micronoyaux, et le test des échanges entre les chromatides sceurs

(ECS).

Soixante patients (trente couples) ayant eu au moins deuxavortements spontanés précoces dans leurs
antécédentsont fait I'objet de cette étude.La thése relate les résultats de cette derniére ayant permet de
développer une réflexion sur les dommages de 'ADN mesurés par le dosage des biomarqueurs de
génotoxicité(IP, MN, IS, IM, AC, ECS et IR) et les ASPR, toute en prenant en considérations les données
colléctées a 'aide d’une fiche d’exploitation. Des propositions d’amélioration de la prise en charge de ces

couples, ainsi que des recommandations pratiques seront suggérées.
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OBJECTIFS DE LA THESE

1. OBIJECTIFS DE L'ETUDE

La présente thése a pour trait I'étude cytogénétique des couples souffrant d’avortements spontanés
précoces a répétition. Aucune étude du genre n’a été réalisée, dans notre contexte marocain. Le choix de
notre sujet émane de son intérét capital visant a répondre aux attentes d’'une population en détresse par
I’exploration d’une piste qui n’a jamais été explorée auparavant chez nous au Maroc et peu explorer via le
monde entier. L'instabilité chromosomique peut étre une des causes majeures des d’avortements
spontanés précoces a répétition, tout en sachant que dans 50% des cas la cause reste inconnue. Ce sujet

nous a semblé étre intéressant pour une recherche dans le cadre d’une thése pour plusieurs raisons :

(i) Il s’agit d’une pathologie mal connue, les avortements spontanés récurrents, et dont la prise en

charge reste tres difficile ;

(i)  Limpact non négligeable des pertes foetales sur le vécu des couples, la répétition des échecs

reproductifs est éprouvante et s’apparente parfois a un vécu de stérilité ;

(iii)  La nécessité d’apporter des réponses aux questionnements légitimes des patientes et de leurs

conjoints (qui manquent dans plusieurs cas) ;
(iv) Lintérét capital de I’exploration cytogénétique dans la prise en charge des couples atteints.
La thése vise plus particulierement les objectifs suivants :
= Déterminer le profil sociodémographique des couples souffrant d’ASP a répétition ;
=  Préciser leur mode de vie, leurs antécédents pathologiques ;
= Etudier I'histoire gynéco-obstétricale des femmes sujettes de I'étude ;
= Cerner le retentissement psycho-sociale de cette maladie sur les couples étudiés ;

= Evaluer le degré de génotoxicité dans les lymphocytes du sang périphérique des couples souffrant

d’avortements spontanés précoces a répétition ;

=  Obtenir une prise de conscience quant a la place des dommages chromosomiques dans la génése

de cette pathologie ;

= Emettre des propositions pratiques et dégager des recommandations susceptibles de contribuer a

I’amélioration de la prise en charge de ces couples.
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LA REPRODUCTION HUMAINE

1 INTRODUCTION

La reproduction humaine est un processus qui semble remarquablement inefficace. Au cours de chaque
cycle, environ 80follicules ovariens sont déclenchés pour démarrer le processus de maturation;
habituellement, un seul termine ce processus et aboutit a une ovulation. Ceci est suivi par une probabilité
moyenne de concevoir d'environ 20% par cycle [Zinaman et col, 1996]. Seulement environ 30 a 50% de
toutes les conceptions entrainent une naissance vivante, la plupart seront avortées avant méme la

prochaine menstruation [Macklon et al, 2002 ; Wilcox AJ et al, 1988].

Néanmoins, ce processus inefficace produit de trés bons résultats car la grande majorité des grossesses qui
échappe au processus de sélection naturelle via les fausses couches se traduira par la naissance d'un
nouveau né en bonne santé, qui finira par transmettre ses genes a la génération suivante. Pour ce faire, ce

processus a la fois complexe et long nécessite :

Une bonne intégrité de I'appareil de reproduction féminin et masculin ;
Un bon déroulement de la gamétogenése féminine et masculine ;

Un patrimoine génétique a transmettre sans aucune anomalie ;

Y V VY V

Un cycle menstruel régulier et un endometre réceptif bien préparé et adéquat pour le bon
déroulement de ce processus ;

Une bonne commande de I'axe hypothalamo-hypophysaire ;

Une bonne hygiene de vie au sein d’un environnement sain ;

Et un bon suivi médical en pré-conceptionnel et au cours de la grossesse.

2 LA GAMETOGENESE FEMININE

2.1 L’APPAREIL DE REPRODUCTION FEMININ

Le systeme génital féminin (Figure 1) se compose des organes génitaux internes (y compris les ovaires, les
trompes utérines, |'utérus, et le vagin) et les organes génitaux externes (le périnée et la vulve). Ce systéme
est situé profondément dans la cavité pelvienne et se compose essentiellement de deux parties: un corps
glandulaire ;l'ovaire ; ol les ovocytes sont formés et les hormones stéroides synthétisées, et un systéme de
conduits étendu, qui prend successivement les noms des trompes utérines (fallope), de I'utérus et du vagin.
Ces tubes ont un double objectif de fournir un canal pour que le sperme éjaculé puisse remonter vers
I"ampoule tubaire et pour amener un ovule fécondé ou non fécondé jusqu'a I'utérus et ou bien I'expulsé en

dehors des voies génitales, ainsi qu’une voie d’évacuation des menstruations.

La trompe utérineest un conduit musculo-membraneux pair constituant la voie de passagedes gametes et
leur chambre de fécondation. Elle recueille I'ovocyte sur la surface ovarienne et conduit le zygote a |'utérus.
Lecanal tubaire fait communiquer les cavités ; utérine et péritonéale.La trompe mesure environ 11 cm de

long, unetrompe de moins de 3 cm est un facteur péjoratifpour une conception physiologique. Sa structure
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aide au cheminement des spermatozoides. Ces derniers se déplacent a travers les trompes utérines pour
atteindre la partie ampullaire ou ils rencontrent I'ovocyte (fécondation).
Les plis de ses parois lui donnent un aspect labyrinthique,leur structure permet d’acheminer |'ovocyte

fécondé (I'ceuf ou zygote) vers la cavité utérine ou il s'implantera pour commencer son développement.

ligament lombo-ovarien

mésosalpinx trompe utérine

infundibulum
franges de la trompe

corps jaune
ovaire

corps utérin 8" A Vmésovarium
ligament large

Lretére utéra-aovarien

Figure 1: Appareil de reproduction féminin[Netter et al., 2006]

L'utérus est responsable de I'accueil de I'ceuf fécondé pendant son développement et, une fois qu'il est a
terme, le foetus est expulsé en dehors des voies génitales au cours de I'accouchement. Le vagin sert de voie
de passage du feetus et du placenta pendant le travail, mais également un organe de copulation.

La partie inferieure du vagin se termine dans la vulve, qui est formée par un ensemble des organes de
nature variable le reliant a I'extérieur du corps : le vestibule, les petites levres, les grandes lévres, et le

clitoris.

Un systéme annexiel est attaché a I'ovaire, aux canaux et a la vulve: ce systéeme se compose de diverses
glandes développées autour de I|'extrémité inférieure du vagin et l'urethre, ainsi que les muscles, les

membranes et les fascias comprenant le périnée.

Les ovaires ou gonades féminines sont 2 glandes paires, et symétriques situés de chaque coté del’utérus. lls
constituent les principaux organes de la reproduction féminine, c’est le site de la gamétogenése féminine
« I'ovogenese ». |l est constitué essentiellement de follicules qui contiennent une seule cellule germinale,
I’ovocyte, entouré par des cellules somatiques de soutien, les cellules de la granulosa et les cellules de la

theque (Figure 2).

Les ovaires fonctionnent, également, comme des organes endocriniens en sécrétant les hormones
féminines : les cestrogenes et la progestérone. lls se présentent sous la forme d’une paire de glandes, ayant
la forme d’'une amende, de 4 cm de long sur 2 cm de large et 1 cm d’épaisseur, son poids est de 6 a 8

grammes pendant la période d’activité génitale de la femme et de 1 a 2 grammes apres la ménopause.
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Epithélium germinatif

fillicule follicule follicule
: 2 secondaire tertiaire
primaire cortex
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primordiaux /
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Figure 2: Shéma de I'ovaire représentant le follicule et I'ovocyte en développement dans le cortex ovarien [Benjamin, 2001].

L'ovaire comprend plusieurs couches et types de tissus, illustrés a la Figure 2. La couche la plus interne est
la médulla, qui abrite les vaisseaux sanguins essentiels a la vascularisation de 'ovaire. A I'extérieur de celui-
ci se trouve le cortex ovarien, qui est constitué de follicules et de tissu stromal. La couche la plus externe de
|'ovaire est constituée d'une fine couche de cellules épithéliales. Connu comme I'épithélium germinal, cette

couche produit des milliers de follicules primordiaux pendant la croissance fcetale.

Sous-jacent a la I'épithélium germinal, une solide couche de tissu conjonctif connue comme la tunique
albuginée (TA). La production d'ovule et la maturation d’ovocyte se produisent dans le cortex de I'ovaire.
Au fur et a mesure que les follicules primordiaux sont recrutés et se développent, ils se rapprochent du

bord externe de I'ovaire, finissant par éclater a la surface pendant |'ovulation.

2.2 ’OVOGENESE

L'ovogenése ou formation des ovocytes, est la gamétogenése chez la femme. Elle se déroule au sein des
follicules situés dans I'ovaire et débute lors de la vie embryonnaire. C’'est un processus discontinu par
lequel une cellule germinale femelle se développe et se différencie en un ovocyte fécondable.ll s’étend de
la vie foetale jusqu’a la ménopause et comporte trois phases : la phase de multiplication, la phase de

maturation nucléaire (incompléte) et la phase de maturation cytoplasmique.

2.2.1 Laphase de multiplication

L'ovogenéese débute environ 3 semaines aprés la fécondation. Les cellules germinales primordiales(CGP)
proviennent du sac vitellin et migrent via des mouvements amiboides, a travers l'intestin postérieur,
jusqu'a la créte génitale [Fujimoto et al., 1977; Witchi, 1948] . Au cours de cette migration les CGP subissent
une division mitotique rapide. A leur arrivée, les CGP donnent lieu a des ovogonies ou cellules souches
germinales (CSG) qui continuent a proliférer pour élargir encore le pool des cellules germinales (Figure 3).

Le nombre d'ovogonies passe de 600 000 a la huitieme semaine de gestation a plus de 10 fois ce nombre en
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20 semaines. Vers la 7°™ semaine de gestation, ces cellules forment les cordons médullaires primitifs et les
cordons sexuels, respectivement.

La formation des follicules commence vers les semaines 16 et 18 de la vie foetale. Les ovogonies sont
enveloppées des cellules épithéliales somatiques dérivées de cellules mésenchymateuses de la créte
génitale, formant des follicules primordiaux. Les ovogonies cessent alors I'activité mitotique et entrent en

méiose [Gondos et al., 1986; Byskov, 1986; Goto et al., 1999].

Figure 3: Les différents stages de maturation ovocytaire

a) Ovocyte en prophase 1 de la méiose 1 ; b) Ovocyte en métaphase 1 ; c) Complexe cumulus: ovocyte présentant une
morphologie généralement associée aux ovocytes matures au moment de l'ovulation ; d) Ovocyte mature en

métaphase Il [Falcone and Hurd, 2013].

2.2.2 La phase de maturation nucléaire

Une fois la méiose est initiée, la cellule germinale est appelé ovocyte primaire. Le mésenchyme environnant
les cellules somatiques sécretela membrane basale du follicule et donne naissance a la couche des cellules
de la granulosa. A 4-5 mois de gestation, |'ovaire a son nombre maximum d'ovocytes, entre 5 et 8 millions.
Ce nombre diminue considérablement a 1-2 millions a la naissance et moins de 500 000 a la puberté [Baker,
1963]. Les follicules primordiaux contenant ces ovocytes immatures restent essentiellement quiescents. Au
cours des 35 a 40 prochaines années de la vie reproductive d'une femme, un petit nombre de follicules sont

régulierement libérés dans le pool de croissance [Hardy et al., 2000 ; Hansen et al., 2008].
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Les ovocytes primaires diploides subissent deux divisions méiotiques : une division réductionnelle qui
aboutit a la formation des ovocytes secondaires haploides, et une division équationnelle qui fournit des
ovocytes haploides[Falcone and Hurd, 2013; Conti and Chang, 2016; Desai et al., 2017]. La méiose

ovocytaire est discontinue.

En effet, 'ovocyte primaire entame sa premiére division pendant la vie foetale, mais il subit un premier
blocage au stade diplotene de la prophase | sous I'action de I'inhibiteur de la méiose ovocytaire (IMO),
produit par les cellules de la granulosa, avec un noyau typique appelé noyau dictyé .Ce blocage persiste
une tres longue période, puisque cette premiere division ne reprendra qu’au moment de I'ovulation, ou il
subit un deuxiéme blocage en métaphase Il jusqu’a la fécondation [Falcone and Hurd, 2013; Conti and
Chang, 2016; Desai et al., 2017]. La méiose de I'ovogenése est caractérisée par une inégalité des divisions.
En effet, si la répartition chromosomique lors de la division de I'ovocyte primaire est équitable, celle du
cytoplasme ne I'est pas, dans le sens ou la quasi totalité du cytoplasme est conservée par I'une des cellules

filles, appelée désormais I’ovocyte secondaire.

Alors que l'autre cellule fille est appelée 1° globule polaire, I’ovocyte secondaire va subir une deuxiéme
division comparable a la premiére qui va fournir un 2™ globule polaire. A la fin de cette phase,
contrairement a la spermatogenése, un ovocyte primaire ne fournit qu’un seul gameéte, I'ovocyte

secondaire [Falcone and Hurd, 2013; Conti and Chang, 2016; Desai et al., 2017].

2.2.3 La phase de maturation cytoplasmique

Cette phase comporte trois étapes : une étape de transcription d’ARN qui a lieu au cours de la prophase de
la premiere division bloquée au stade diplotene, ou le diamétre de l'ovocyte passe de 14 a 100
micromeétres. Une étape de traduction de ces ARNs qui a lieu dans I'ovocyte primaire. En effet, la synthese
d’un certains nombres de protéines rend |'ovocyte compétent pour reprendre la méiose lors de I'ovulation
et lors de la fécondation. L'ovocyte ne subit pas de modifications morphologiques spectaculaires durant
cette étape et reste sphérique, c’est une étape de mise en réserve des ARNs. En effet, la plupart des ARNs
transcrits lors de la premiere étape sont stockés pour étre traduit apres la fécondation et durant les stades

du développement embryonnaire.

2.3 LA FOLLICULOGENESE

La folliculogenese est I'ensemble des mécanismes qui assurent la croissance et la maturation des follicules
[Sadeu and Nogueira, 2011; Hugues, 2016]. Chez la femme, la folliculogenése est un processus long qui
dure plusieurs mois et qui est cyclique, puisque les follicules sont recrutés d’une maniére réguliére depuis
le stade de follicule primordial a I’ovulation.

Contrairement a I'ovogeneése, la folliculogenese est un processus continu de la puberté a la ménopause et
elle est tres sélective. Il ne concerne que moins de 0,1% des follicules primordiaux tandis que les autres
follicules subissent un phénoméne d’atrésie [Zeleznik, 2004].

Les follicules ovariens sont les unités fonctionnelles du systéme reproductif féminin. Chaque follicule

contient un ovocyte entouré par des cellules somatiques de soutien. lls sont classés selon leurs tailles et

8
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leurs morphologies en follicules primordiaux, follicules primaires, follicules secondaires,follicules antraux et

follicules de De Graaf (Figure 4) [Hugues, 2016].

2.3.1 Les follicules primordiaux

Les follicules primordiaux ont un diametre de 40 a 50um. Ils sont formés par I'association de I'ovocyte
primaire, bloqué au stade diploténe de la prophase |, a une seule couche des cellules folliculeuses aplaties,
dites endothéliformes ou cellules de la pré-granulosa, séparée du stroma ovarien par une membrane

basale épaisse appelée la membrane de Slavjanski [Hugues, 2016].

Cellules de la granulosa apiaties
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Figure 4: La folliculogénése dans I'ovaire humain[Georges et al., 2014]

2.3.2 Lesfollicules primaires
Le follicule primaire differe du follicule primordial par I'aspect des cellules folliculeuses qui sont devenues
cubiques et par sa taille deux fois plus grande. lls ont un diametre qui passe de 60 a 80um. Le diametre de

la vésicule germinative atteint environ 20 um [Hugues, 2016].

2.3.3 Les follicules secondaires

Le follicule secondaire se caractérise par la formation d'une 2éme assise cellulaire, puis par une
augmentation continue du nombre des cellules folliculeuses constituant la granulosa ;parallélement,
|'ovocyte | augmente devolume (de 40 micrometres dans lefollicule primaire, il passe progressivement a
une taille de 60 micrometres) et s'entoure d'une enveloppe glycoprotéique, la zone pellucide [Maresh et
al., 1990]. lls ont un diametre qui varie entre 200 et 400um. Les cellules de la granulosa entrent en contact
avec I'ovocyte via des jonctions communicantes qui vont assurer un échange métabolique. Les cellules du
stroma interne se différencient pour former la théque interne avec des récepteurs de LH [Young and

McNeilly, 2010].

2.3.4 Les follicules antraux
Les follicules antraux ont un diameétre de 1 a 20mm, ils se caractérisent par 'apparition de la cavité
folliculaire ou antrum. Les cellules de la granulosa entourant I'ovocyte constituent le cumulus oophorus ou

disque proligére. L'ovocyte a grossi et son noyau a la taille d’un follicule, le tissu conjonctif présent autour

9
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du follicule s’est différencié en une théque interne bien vascularisée avec de grandes cellules riches en
lipides qui produiront des hormones et une théque externe contenant de gros vaisseaux. L’activité de
prolifération des cellules de la granulosa atteint un maximum a la fin de la maturation du follicule antral

[Fortune, 2003].

2.3.5 Lesfollicules de De Graaf

Le follicule de de Graaf, ou follicule préovulatoire, ou follicule mir, a atteint son volume maximal (2 cm)
ainsi que l'ovocyte | (120 micrometres) et qui est toujours bloqué en prophase de la premiére division
méiotique ; il fait saillie a la surface de l'ovaire qu'il déforme et amincit au niveau d'une petite plage
translucide, le stigma sous I'action d'une décharge plasmatique des gonadotrophines hypophysaires, la FSH
et la LH. Il forme avec les cellules de la granulosa, qui I'entoure directement, le cumulus oophorus. La
premiére couche des cellules de la granulosa qui entoure I'ovocyte porte le nom de corona radiata. La
membrane de Slavjanski sépare toujours la theque interne des cellules de la granulosa, et le tout est limité

par la theque externe[Hugues, 2016].

2.4 L'OVULATION

Au quatorzieme jour du cycle menstruel, en moyenne, le follicule éclate ; il libére I'ovocyte mdri, devenu
ovule, qui quitte I'ovaire pour atteindre la trompe correspondante. Elle consiste a la rupture de la paroi du
follicule et de l'ovaire. Au niveau du follicule, Le cumulus se détache de la granulosa et subit une
mucification, ce qui conduit a une augmentation du volume. L'ovocyte se détache de la corona radiata et
les prolongements des cellules péri-ovocytaires se rétractent hors de la zone pellucide. L'ovocyte bloqué en
prophase |, doit terminer la premiére division méiotique. Cette reprise de la méiose se fait en réponse au

pic pré-ovulatoire du LH [Mehlmann, 2005].

2.5 LE CYCLE OVARIEN
Le cycle ovarien peut étre divisé en trois phases distinctes : la phase folliculaire, ’'ovulation et la phase

lutéale.

. La phase folliculaire : s’étend du premier jour des regles jusqu’a I'ovulation [Fauser and Van
Heusden, 1997]. Durant cette période, les follicules primordiaux subissent quatre phénoménes : le
recrutement, la croissance basale, la sélection et la dominance. D’abord, les follicules primordiaux
quiescents subissent un phénoméne de recrutement pour reprendre leur développement et évoluer,
durant la phase de croissance basale, en un follicule secondaire. Ensuite, une sélection d’une dizaine de
follicules secondaires est réalisée. Ces derniers vont augmenter de taille sous l'influence de la FSH, et
sécréter, sous |'effet de la LH, des androgénes par les cellules de la théque. Les androgenes vont diffuser
dans les cellules de la granulosa ou ils seront convertis, sous I'action de I'aromatase, en cestrogénes. Le
taux des cestrogénes augmente dés le 5™ jour du cycle ce qui entraine une diminution de la sécrétion de la
FSH par I'hypophyse par un mécanisme de rétrocontrole négatif [Fauser and Van Heusden, 1997]. La

diminution du taux de FSH dans le sang est responsable de I'atrésie de la plupart des follicules. Le follicule
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le plus sensible a la FSH va poursuivre sa croissance et évoluer en un follicule de De Graaf, c’est la
dominance.

. L'ovulation : se caractérise par I'expulsion de I'ovocyte mature par I'ovaire. Elle dure environ 48
heures. Lorsque le taux d’cestrogéne atteint un seuil de 300 a 350 pg/ml, il déclenche la sécrétion de la LH

par I’hypophyse, ce qui entraine I'ovulation aprés en moyenne 36 a 48h.

° La phase lutéale : s’étend de I'ovulation a I'arrivée des regles. Elle dure en général environ 14 jours.
Apres I'expulsion du complexe cumulo-ovocytaire hors du follicule de De Graaf, celui-ci va se transformer
en corps jaune et sécréter principalement la progestérone et un peu d’cestrogénes. La sécrétion de la
progestérone atteindra un pic maximal aux alentours du 9%™ jour post-ovulatoire. La paroi de 'endométre,
sous l'action de la progestérone, s’épaissit et se vascularise c’est la phase sécrétoire. En absence de la
fécondation et de la nidation, le corps jaune va régresser et se transformer en corps blanc. L'endométre

sera éliminé en fin de cycle, ce sont les menstruations.

2.6 LE CYCLE MENSTRUEL

C’est I'ensemble des phénomeénes physiologiques de la femme préparant son organisme a une éventuelle
fécondation. La durée habituelle du cycle menstruel est de 28 jours, mais il peut étre plus long ou plus bref,
il n'est pas toujours régulier. Il commence a la puberté et se termine a la ménopause. Théoriquement, le
cycle menstruel est simplement la période des pertes sanguines, mais la description du cycle menstruel
comprend aussi le cycle ovarien, passage du follicule primaire a I'ovulation et au corps jaune qui délivre la
progestérone. Durant le cycle menstruel, la muqueuse utérine s'épaissit en vue d'accueillir un embryon.
Dans le méme temps ou se produit le cycle ovarien, pendant lequel une cellule sexuelle féminine, ou
ovocyte, mdrit en vue d'une fécondation.

Par convention, le premier jour du cycle correspond au premier jour des regles. La croissance de
I'endométre recommence dés le 5°™ jour et se poursuit pendant tout le cycle : de 0,5 mm a la fin de la
menstruation, il passe @8 3 mm au moment de |'ovulation pour atteindre 5 mm au 28°™ jour du cycle. On

différencie :

2.6.1 La phase de desquamation de j1 a j4 « les régles »

Celle-ci dure entre deux et huit jours, en moyenne cing jours. Elles sont dues a une chute du taux
d'hormones secrétées par les ovaires, qui déclenche le détachement de la muqueuse utérine interne et
|'écoulement sanguin. Il se produit une chute des taux plasmatiques d'cestrogenes et de progestérone due
a la dégénérescence du corps jaune qui provoque un affaissement de la zone fonctionnelle de I'endometre
avec une ischémie (due aux contractions rythmiques des artérioles), entrainant une nécrose des glandes,
du chorion et des vaisseaux responsable de la menstruation. Il ne reste plus que la zone résiduelle, épaisse
de 0,5 mm qui persiste avec quelques culs-de-sac glandulaires ouverts dans la cavité utérine et des petits

vaisseaux.

2.6.2 La phase de régénération de j5 a j8
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La sécrétion de 17-beta-estradiol stimule la croissance del'endomeétrea partir des culs-de-sacglandulaires ;
|"épithélium de surface se reforme, les glandes s'allongent un peu, ainsi que les artérioles ; les mitoses sont

nombreuses dans |'épithélium de surface, les glandes et le chorion.

2.6.3 La phase de prolifération de j9 a j14
La muqueuse continue sa croissance ; les glandes et les artéres s'allongent plus vite que le chorion, ce qui
entraine une légere sinuosité des glandes et un début de spiralisation des artéres en profondeur ; les

cellules épithéliales augmentent de hauteur et ont un péle apical clair.

2.6.4 La phase de transformation glandulaire de j15 a j21

Phase de sécrétion débutante sous I'action combinée des cestrogenes et de la progestérone, les glandes
deviennent plus longues et plus sinueuses, la spiralisation des artérioles s'accentue ; la progestérone
provoque la sécrétion de glycogene au pdle basal des cellules, les noyaux sont donc en position médiane,

voire apicale.

2.6.5 La phase de sécrétion glandulaire de j22 a j28

Les glandes deviennent treés contournées, la lumiére glandulaire étant déformée par des pointes ou épines
conjonctives du chorion ; le glycogene gagne le pdle apical et est excrété hors de la cellule : c'est la phase
de sécrétion-excrétion ; les artérioles atteignent leur spiralisation maximale; I'aspect des glandes et des
arteres vient du fait qu'elles se développent beaucoup plus vite que le chorion, les artérioles ont une
longueur 10 fois supérieure a I|'épaisseur du chorion. Ce cycle est contrélé par des hormones.
Schématiquement on note deux phases : la phase folliculaire, qui correspond a la croissance d'un ovocyte

jusqu'a I'ovulation, et la phase lutéale, qui se situe apreés |'ovulation.

3 LA GAMETOGENESE MASCULINE

3.1 L’APPRAREIL DE REPRODUCTION MASCULIN

L'appareil génital masculin est I'appareil de reproduction de I'nomme, il est étroitement lié a I'appareil
urinaire. |l se compose des cordons spermatiques, du scrotum, des testicules, des épididymes, des canaux

déférents, des canaux éjaculateurs, des vésicules séminales, de la prostate, de I'urétre et du pénis(Figure 5).

Les testicules sont de forme ellipsoide, mesurant 2,5 x 4 cm de diameétre et englouti par une capsule (tunica
albuginea) de tissu conjonctif solide [[Middendorff R et al., 2002] . Le long de son bord postérieur, le
testicule est vaguement relié a I'épididyme, ce qui donne remontée vers le canal déférent a son pole
inférieur [de Kretser et al., 1989]. Le testicule a deux fonctions principales : elle produit des hormones,
notamment la testostérone, et il produit les gametes males, les spermatozoides. Les spermatozoides

expriment des antigénes uniques qui ne sont pas formé jusqu'a la puberté.

Le testicule a deux fonctions principales : elle produit des hormones, notamment la testostérone, et il
produit les gametes males ; les spermatozoides. Ces derniers expriment des antigeénes uniques qui ne sont

pas formé jusqu'a la puberté. La barriére hémato-testiculaire se développe au fur et a mesure que ces auto-
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antigenes se développent, elle fait du testicule, un siteimmunologiquement privilégié. Le testicule est

incompletement divisé en une série de lobules.

La plupart du volume du testicule est constitué des tubes séminiféres, qui sont bouclés et confinés dans des
cloisons fibreuses. Ces cloisons divisent le parenchyme en environ 370 lobules coniques constitués des
tubules séminiféres et le tissu intertubulaire. Les tubules séminiféres sont séparés par des groupes de
cellules de Leydig, vaisseaux sanguins, lymphatiques, et les nerfs. Les tubules séminiféres sont le siége de la
production des spermatozoides.Chaque tubule séminifére est d'environ 180 mm de diamétre, la hauteur de

|'épithélium germinal mesure 80 mm, et I'épaisseur du tissu péritubulaire est d'environ 8 mm (Figure 6).

Vésicule séminale

Cul-de-sac vesico-rectal

/ Canal déférent
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Figure 5: Coupe sagittale de I'appareil génital masculin [Tortora and Grabowski, 1994]

L'épithélium gérminal se compose de cellules a différents stades de développement situés dans les
invaginations des cellules de Sertoli, a savoir les spermatogonies, les spermatocytes primaires et
secondaires, et les spermatides.Les deux extrémités des tubules séminiféres sont ouvertes dans les espaces
du rete testis. Le liquide sécrété par le les tubules séminiféres sont collectés dans le rete testis et livrés dans

le systéme canalaire de I'épididyme.

Les cellules de soutien des testicules désignent les cellules qui font partie du développement cellulaire qui
conduit a un sperme mature. lls sont cependant extrémement importants pour la production de sperme,
etla spermatogenése serait impossible sans elles. Les deux cellules les plus importantes sont les cellules de
Leydig et de Sertoli qui représetent la principale source de testostérone, I'hormone sexuelle masculine.
L'hormone pituitaire, I'normone lutéinisante (LH), agit sur les cellules de Leydig pour stimuler la production
de la testostérone.Les cellules de Sertoli se multiplient et se différencient durant la vie intra-utérine et
durant les premiers mois apres la naissance sous I'effet d’'une élévation fugace des hormones gonadotropes

FSH (follicle-stimulating hormone) et LH (luteinizing hormone) [Sharpe et al., 2003 ].

Les périodes prénatales et périnatales sont cruciales pour le bon déroulement de la spermatogenése qui
dépend, a partir de la pubertédu nombre et de la qualité des cellules de Sertoli [Orth et al., 1988; Johnson

et al., 1984]. Ces cellules jouent un réle structural trés important, les cellules de Sertoli sécretent plusieurs
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protéines importantes pour le soutien et la maturation des cellules germinales dont I'inhibine, I'androgen

binding protein (ABP) et I'hormone anti- mullérienne (AMH) [Sofikitis et al., 2008].
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Figure 6: Le testicule humain et son épididyme avec a gauche une représentation schématique d'un spermatozoide mature[Zini A

and Agarwal, 2011]

3.2 LA SPERMATOGENESE

Le processus de différenciation des spermatogonies en des spermatides est connu sous le nom de
spermatogenese. |l s'agit d'un événement complexe par lequel les cellules souches primitives et
totipotentes se divisent soit pour se renouveler ou produire des cellules filles qui deviendront un
spermatozoide sur une période de plusieurs semaines. Ce processus débute, chez I'homme, a partir de la
puberté et se poursuit durant toute sa vie (Figure 7).La spermatogenése implique a la fois la mitose et la
méiose ainsi qu'un remodelage cellulaire important. La spermatogenése peut étre divisée en trois grandes
phases : une phase de multiplication, une phase de méiose et une phase de différenciation appelé
spermiogenése. A la fin, le spermatozoide acquit son pouvoir fécondant au niveau de I’épididyme [Guérin,

2016].

3.2.1 Laphase de multiplication

Commence pendant la vie foetale et s’accélére a partir de la puberté. Dans le tube séminifere, les cellules
germinales sont disposées en séquence hautement ordonnée de la membrane basale a la lumiere (voir Fig.
4-2). Les spermatogonies reposent directement sur la membrane basale, suivie des spermatocytes
primaires, des spermatocytes secondaires et des spermatides au fur et a mesure qu'ils progressent vers la
lumiere.La barriére de jonction serrée soutient les spermatogonies et les spermatocytes précoces dans le
compartiment basal et toutes les cellules germinales subséquentes dans le compartiment luminal [Desai et

al., 2017].

Les spermatogonies représentent des cellules qui se divisent en mitose, fournissant a la fois une population
de cellules souches en renouvellement ainsi que des spermatogonies qui s'engagent a entrer dans le

processus méiotique.ll s’agit de cellules diploides, arrondies, d’un diameétre de 10 a 15um, avec un
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cytoplasme clair et un noyau ovoide. Les cellules germinales sont classées par leur aspect morphologique ;
il y ales spermatogonies Ad : ont une chromatine dense d’aspect sombre (dark), les spermatogonies Ap :
ont une chromatine poussiéreuse claire (pale) et les spermatogonies B : ont une chromatine mottée et

irréguliere (Figure 3) [de Kretser et al., 2016]

Figure 7: Epithélium séminiféere humain et dévellopement des cellules germinales [de Kretser et al., 2016].

a) L'épithélium séminifére humain montre la relation entre les cellules de Sertoli et la position des cellules germinales. Les
jonctions serrées entre les cellules de Sertoli sont indiquées par des fleches. b) Développement d’une cellule germinale en un
spermatozoide hautement différencier. Ap :spermatogonies de type A pale ; Ad: spermatogonies de A dense ; B :
spermatogonies de type B ; P : spermatocytes primaires ; RS : spermatides rondes ; ES : spermatides allongées ; PL :
préléptoténe, L : leptoténe ; Z : zygoténe, P* : pachyténe ; M : division méiotique ; Il : spermatocytes secondaires ; Sa, Sb1, Sb2,
Sc, Sd1, Sd2 : spermatides ; RB : corps résiduel
3.2.2 Laphase de méiose
La méiose est un processus complexe avec des mécanismes de régulation spécifiquesqui lui sont propres
[Adachi et al., 1989].Le processus commence lorsque le type Bdes spermatogonies perd leur contact avec la
membrane basalepour former des spermatocytes primaires préleptoténes.Ainsi, chaquespermatocyte
primaire peut théoriquement produire quatre spermatides,bien qu'il en résulte moins, car certaines cellules
germinales sont perduesen raison de la complexité de la méiose.Les spermatocytes primairessont les plus
grandes cellules germinales de I'épithélium germinal.
La méiose estcaractérisée par une prophase, une métaphase, une anaphase et une télophase. Par ailleurs,
deux divisions cellulaires successives donnent quatre spermatides haploides a partir d'un spermatocyte
primaire diploide. Les cellules filles ne contiennent que la moitié du contenu chromosomique de la cellule
mére.
Apres la premiere division méiotique, chaque cellule fille contient un chromosome de la paire de
chromosomes homologues, et elles sont appeléesspermatocytes secondaires. Ces cellules entrent
rapidement dans la deuxieme division méiotique, dans laquelle les chromatides se séparent ensuite au
centromere pour donner des spermatides rondes haploides. La méiose assure la diversité génétique et

implique les spermatocytes primaires et secondaires, qui donnent naissance aux spermatides (Figure 8).
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Figure 8: Repésentation schématique de la mitose et la méiose des cellules humaines [Heffner and Schust, 2014]

3.2.3 La phase de différenciation

La différenciation post-méiotique des spermatides en spermatozoides est appelée la spermiogenese. Chez
I'homme, elle dure environ 23 jours et peutétre divisée en 8 étapes, il constitue un processus de
différenciation au cours duquel la cellule germinale acquiert, par des transformations cellulaires
successives, ses spécificités. Ces transformations portent sur I'ensemble des constituants cellulaires,

aboutissant a la libération des spermatozoides a la surface des cellules de Sertoli, dans la lumiere du tube

séminifere (Figure 9). Elle est caractérisée par :

* La condensation du noyau : la chromatine de la spermatide se condense progressivement et sa membrane
présente un épaississement au niveau des deux poles opposés. Le noyau s’allonge progressivement et se

place en position sous-membranaire.

» La formation de I'acrosome : Il se développe a partir de vésicules dites pro-acrosomiques qui se détachent
de l'appareil de Golgi , fusionnent pour donner une vésicule unique, qui s'étale au contactdu noyau. |l
contient des enzymes protéolytiques indispensables a la traversée de la zone pellucide de I'ovocyte au

moment de la fécondation.

» La formation du flagelle : le centriole distal est a I'origine du flagelle. Le flagelle se constitue par
I'allongement progressif du complexe axonémal et des fibres denses entourés par un mince film
cytoplasmique et la membraneplasmique.

Au stade terminal, des expansions des cellules de Sertoli pénétrent dans la zone périphérique du
cytoplasme, progressivement éliminé par un double processus de fragmentation et de phagocytose.
Ces ponts cytoplasmiques retiennent les cellules germinales matures a la surface des cellules de Sertoli; a la
fin de la spermiogenése, la destruction de ces ponts cytoplasmiques permet la libération des

spermatozoides dans la lumiére du tube séminifére.
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Figure 9:Différenciation d'une cellule germinale diploide humaine en un spermatozoide entiérement fonctionnel
[Zini A and Agarwal, 2011]
3.2.4 La maturation des spermatozoides
Les spermatozoides libérés dans I'épididyme ne sont pas fonctionnellement matures. La maturation et la

capacitation sont nécessaires avant la fécondation :

+* La maturation épididymaire
Lorsque les spermatozoides traversent I'épididyme, ils sont exposés constamment a un milieu en perpétuel
évolution du liquide luminal dérivé du rete testis et modifié par I'activité sécrétoire et absorbante de
|'épithélium épididymaire. Chez les mammiféres, il existe des preuves irréfutables que cet épithélium
fournit des facteurs essentiels pour la maturation des spermatozoides [Bedford, 1967; Orgebin-Crist, 1967].
C’est a ce niveau que les spermatozoides acquierent leur mobilité, Il est limité a un role de stockage car les
spermatozoides qui n'ont jamais traversé |'épididyme et qui ont été obtenus des canaux efférents chez les
hommes avec absence congénitale du canal déférent peuvent féconder I'ovocyte humain in vitro et

entralner une grossesse avec I'obtention de naissance vivante[Moore and al., 1992].
++ La capacitation

Au moment de I'éjaculation, les spermatozoides sont mélangés aux sécrétions des différentes glandes
accessoires et déposés autour de l'orifice cervical externe et dans le fornix postérieur du vagin.Les
spermatozoides de la premiére fraction de I'éjaculat ont une motilité et une survie significativement
meilleures que les derniérs. La majorité des spermatozoides pénétrent dans la glaire cervicale dans les 15 a
20 minutes suivant I'éjaculation [Tredway et al., 1975]. La capacité de migrer a travers l'interphase sperme-
mucus est hautement en fonction des mouvements spécifiques des spermatozoides [Mortimer, 1990].La
sélection des spermatozoides en normaux et anormaux se fait en fonction de leur motilité. Ceci est encore

modifié une fois que le spermatozoide «d'avant-garde» se trouve dans la glaire cervicale [Mortimer, 1990].
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La réceptivité de la glaire cervicale a la pénétration par les spermatozoides est cyclique, elle augmente sur
une période d'environ 4 jours avant I'ovulation et diminue rapidement aprés. La réceptivité maximale est

observée la veille et le jour du pic de LH [Mortimer, 1983].

La capacitation représente un changement dans l'organisation moléculaire de la membrane plasmique
intacte du sperme qui est caractérisée par la capacité de subir la réaction acrosomique, de se lier a la zone
pellucide et d'acquérir une hypermotilité. Elle implique I'élimination des facteurs plasmatiques séminaux
qui recouvrent la surface du spermatozoide ; la modification de la membrane spermatique, les stérols, les
lipides et les glycoprotéines et la membrane de l'acrosome externe se trouvant immédiatement en

dessous. Cela implique également une augmentation du calcium intracellulaire [Thomas et Meizel, 1989].

La capacitation des spermatozoides peut étre initiée in vivo lors de la migration a travers la glaire cervicale
[Overstreet et al., 1991] . La capacitation peut étre une conséquence évolutive du développement d'un
systeme de stockage des spermatozoides inactifs dans la queue épididymaire.Habituellement, il faut
environ 2 heures pour que les spermatozoides subissent une capacitation in vitro. D'autres modifications se

produisent lorsque les spermatozoides capacités atteignent le voisinage de I'ovocyte.

La réaction acrosomique confére au spermatozoide la capacité de pénétrer la zone pellucide. Il y a des
points de fusion distincts entre la membrane acrosomique externe et la membrane plasmique. La fusion
commence en arriére autour du bord antérieur du segment équatorial, qui est toujours exclu de la réaction.
Les changements, appelée réaction acrosomique préparent le spermatozoide a fusionner avec la
membrane de |'ovocyte. L'élimination du cholestérol de la surface membranairespermatique prépare celle
ci pour la réaction acrosomique [Parks et Ehrenwalt., 1990]. De plus, les lectines liant le D-mannose sont
également impliqué dans la liaison du sperme humain a la zone pellucide [Benoff et al., 1993] .Ainsi, ces
séries de changements sont nécessaires pour transformer les cellules souches en spermatozoides

pleinement matures et fonctionnels pour féconder I'ovocyte.

3.3 LA REGULATION DE LA SPERMATOGENESE

3.3.1 Larégulation hormonale

La régulation hormonale de la spermatogénese peut varier d’une espéce a l'autre. Au niveau du testicule,
les différents types cellulaires sont sous la dépendance des hormones hypophysaires [Amory and Bremner,
2001; Holdcraft and Braun, 2004]. Au niveau de |'hypophyse, I'action pulsatile de I’hormone GnRH
hypothalamique(Gonadotropin Releasing Hormone) induit la sécrétion de deux hormones gonadotrophines
: FSH et LH. A la puberté, la LH joue un réle indispensable au démarrage de la spermatogénése. Elle
stimule des récepteurs, appartenant a la famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a
une protéine G intracellulaire, situés au niveau des cellules de Leydig. Ces dernieres, en réponse a ce signal,
produisent et sécretent la testostérone. D’autre part, la prolactine permet une augmentation du nombre
de récepteurs LH, et par conséquent, une augmentation de la synthése de testostérone. Ce dernier est
indispensable a l'initiation et au déroulement de la spermatogenése. Elle régule les fonctions des cellules

de Leydig, les cellules de Sertoli et les cellules myoides péritubulaires, qui expriment leurs récepteurs. La
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testostérone exerce aussi un rétrocontréle négatif sur la sécrétion des gonadotrophines, en particulier la LH

et la GnRH.

La FSH sécrétéependant la vie foetale agit directement sur les cellules de Sertoli en régulant leurs fonctions
et leurs structures. Avant la puberté, la FSH stimule la prolifération des cellules de Sertoli. Ceci est
indispensable pour la fertilité car c’est le nombre des cellules de Sertoli qui définit le nombre des
spermatozoides pouvant étre produit. A la puberté, la FSH est aussi impliquée dans linitiation de la
spermatogenése. En effet, la FSH etla testostérone semblent agir en synergie pour contrOler la
spermatogeneése. Les cellules de Sertoli sécrétent également I'inhibine qui exerce un rétrocontréle négatif
sur la sécrétion de la FSH. D’autres hormones interviennent également dans la spermatogeneése,
notamment, les hormones thyroidiennes, pancréatiques et surrénaliennes. Les récepteurs de la plupart de

ces hormones ont été décrits dans les testicules.

3.3.2 Larégulation paracrine

Les facteurs de croissance, constituent des régulateurs sensibles et complexes des fonctions testiculaires,
gu’il s'agitde cellules interstitielles, épithéliales ou d'origine séminale. Certains de ces facteurs sont localisés
ou produit par les cellules de Sertoli, y compris I'inhibine, I’activine, I'IGF I (Insulin-like growth factor-1), le
TGFa (Transforming growth factor alpha) le TGFB (Transforming growth factor beta), 'EGF (Epidermal
growth factor) et les interleukines 1 et 6. Ces peptides peuvent agir sur les cellules de la base et/ou des
compartiments périphériques de I'épithélium séminifére. Alors que certains facteurs de croissance peuvent
agir exclusivement sur les cellules situées a l'intérieur du compartiment central, d'autres peuvent interagir
avec les cellules, a la fois somatiques et germinales, dans le compartiment périphérique, ou sur les cellules
cibles situées dans des régions plus distales de I'appareil reproducteur. De méme, les facteurs de croissance
connus pour étre exprimée par les cellules germinales, comme le R-NGF, pourraient agir sur les cellules

somatiques ou sur des cibles impliquées dans la voie de la fécondation [Bellvé and Zheng, 1989].

4 LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE PRECOCE
En général, il y a 6 jours en moyenne dans le cycle menstruel d'une femme que les rapports sexuels
peuvent entrainer une grossesse; les 5 jours avant I'ovulation et le jour de I'ovulation sontconjointement

appelés «la fenétre fertile».

La fécondité est définie comme la capacité de produire une descendance ou la probabilité qu'un couple
congoive dans un cycle menstruel. Il peut étre mesuré en évaluant le délai de conception. La fécondité est
influencée par un grand nombre de facteurs tels que la fréquence des rapports sexuels, la régularité du
cycle menstruel, le nombre des spermatozoides, I'age maternel, I'indice de masse corporelle et I'utilisation
récente de contraceptifs oraux. Un mode de vie malsain (tabagisme, alcool, la consommation de thé/café)

est lié aune réduction de la fécondité.

Globalement, le taux de fécondité moyen par cycle chez I'Homme est d'environ 15 a 20% avec un maximum

de 30 a 40%, ce qui n'est atteint qu'au cours des premiers cycles, y compris les grossesses non
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viables.Environ 55 a 65% des couples parviendront a une grossesse au cours des 3 premiers cycles et 80 a
90% au cours des 12 premiers cycles. Bien que la probabilité d'une grossesse spontanée diminue avec la
durée d'une hypofertilité inexpliquée, la plupart des couples finiront par concevoir naturellement. En fin de

compte, 3 a 5% des couples auront une infertilité définitive (incapacité a concevoir).
4.1 LA FECONDATION

Le développement d'un étre humain commence a partir d'une seule cellule, un zygotediploide, qui résulte
de la fécondation d'un ovule par un spermatozoide. La fécondation se produit dans la trompe de Fallope
dans les 48 heures suivant I'ovulation. Le zygote subit une série de divisions de clivage, augmentant le
nombre de cellules, appelées blastomeéres, sans modifier le volume global de I'embryon. Apres clivage,
I'embryon subit une compaction, par laquelle les blastomeres adherent les uns aux autres pour former une
masse de 12 a 16 cellules totipotentes, la morula, qui est toujours enfermée dans la zone pellucide [Norwitz
et al, 2001; Sariola et al., 2003].La morula pénétre dans la cavité utérine environ trois jours aprés la
fécondation. A ce stade, les cellules externes se polarisent tandis que les cellules internes restent apolaires.
Par la suite, un événement morphologique appelé ; cavitation se produit conduisant a la formation d'une
cavité remplie de liquide, le blastocéle. L'embryon a ce stade est défini comme un blastocyste et

s'accompagne d'une différenciation cellulaire [Norwitz et al., 2001; Wang et Dey, 2006].

Le développement préimplantatoire entraine la formation d'un blastocyste avec trois lignées cellulaires
distinctes. Des progres significatifs ont été réalisés dans notre compréhension des mécanismesrégulant la
formation de ces trois lignées, principalement a partir des études sur la souris. Le premier événement de
différenciation donne naissance a des trophoblastes, des cellules épithéliales spécialisées qui donnent
naissance a des structures extra-embryonnaires, y compris le placenta. Les cellules restantes se séparent a
un péle de I'embryon pour former la masse cellulaire interne (MCI). Par la suite, les cellules de celle-ci se
séparent dans I'EPI (épiblaste) pluripotent, ou endoderm primitif (PrE, également connu sous le nom
d'hypoblaste), seul I'EPI contribue a I'embryonproprement dit. Dans les trois jours suivant I'entrée dans la
cavité utérine, I'embryon éclot de la zone pellucide, exposant ainsi ses cellules trophoblastiques, ce qui

permet I'implantation [Gerri et al., 2020 ; Norwitz et al., 2001; Sariola et al., 2003; Wang et Dey, 2006].

4.2 L'IMPLANTATION

Le zygote nouvellement formé, doit se préparer a l'implantation a un laps de temps. La préparation
commence aprés la fécondation del’ovocyte et dure environ 6 a 7 jours. Pendant ce temps, une division
cellulaire successive se produit et les cellules trophoblastiques externes du blastocyste se différencient en
cytotrophoblastes qui divergent en sous-types villeux et invasifs formant les éléments constitutifs du
placenta [Norwitz et al., 2001; Vitiello et Patrizio, 2007]. Dans le méme temps, lorsque le blastocyste se
prépare a l'implantation, |'utérus devient réceptif. La réceptivité utérine est définie comme I'état de
I'endomeétre pendant la période de sa maturation et de sa prolifération lorsque le blastocyste veut
s'implanter. De multiples signaux synchronisent le développement du blastocyste et la préparation de
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|'utérus. Parmi les nombreux aspects du processus de synchronisation, le réle des hormones stéroides est le

mieux compris.

Les hormones peptidiques, les facteurs de croissance et les cytokines jouent également un réle dans le
processus. La cascade d'événements de signalisation qui se produise dans les tissus foetaux et maternels
établit un environnement approprié essentiel au développement et a la survie du foetus [Norwitz et al.,

2001; Wang et Dey, 2006; Vitiello et Patrizio, 2007]. Ainsi, I'implantation se déroule en trois étapes:

. La premiéere étape est I'adhésion initiale du blastocyste a la paroi utérine, appelée apposition,
elle est instable. Les microvillositéssur la surface apicale des syncytiotrophoblastes s’insinuent avec des
microprotrusions de la surface apicale del'épithélium utérin, appelé pinopodes (Figure 10).L'apposition, et
par conséquent l'implantation, se produitle plus souvent dans la paroi postérieuro-supérieure (fond) de

I"utérus.
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Figure 10: Apposition et adhésion des blastocystes [Norwitz et al, 2001]

Le blastocyste au stade préimplantatoire (environ six a sept jours aprés la conception) et les processus jugés nécessaires a la
réceptivité utérine et a l'apposition et a I'adhérence du blastocyste. COX-2 désigne la cyclooxygénase-2, le facteur de

croissance épidermique EGF et le facteur d'inhibition de la leucémie LIF.

. L'étape suivante est caractérisée par une interaction physique accrue entre le blastocyste et
|'épithélium utérin. Peu de temps apreés, l'invasion commence et les syncytiotrophoblastes (la couche
externedu trophoblaste), pénétre dans I'épithélium utérin (Figure 11). A ce moment-I3, le blastocyste
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estorienté avec son pdOle embryonnaire vers |'épithélium utérin. [Wang et Dey, 2006; Chavatte-Palmer et
Guillomot, 2007; Vitiello et Patrizio, 2007]. Le 10°™® jour aprés la conception, le blastocyste est
complétement incrusté dans le tissu stromal de l'utérus car I'épithélium utérin a été repoussé pour
recouvrir le site d'implantation [Norwitz et al., 2001]. L'interaction entre un blastocyste activé et un utérus
réceptif fait partie d'un processus complexe qui conduit a l'implantation et aux premiers stades du
développement placentaire. L'absence desynchronisation des processus impliqués dans ces interactions
entraine I'échec de l'implantation[Cross et al., 1994; Wang et Dey, 2006; Chavatte-Palmer et Guillomot,

2007].
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Figure 11: Implantation du blastocyste [Norwitz et al, 2001]

Un blastocyste envahissant (environ 9 a 10 jours aprés la conception) et les processus nécessaires a l'invasion du trophoblaste.

4.3 LAPLACENTATION

Le placenta est le premier organe a se former lors de I'embryogenése chez les mammiféres. Le placenta est
un organe vital sans lequel I'embryon ne peut survivre dans I'environnement utérin. La fonction du placenta
au début de la gestation est principalement de médier l'implantation de I'embryon dans |'utérus. Aprés

I'implantation, la fonction principale du placenta est de réguler, I'absorption des nutriments de la mére par
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le feetus, il établit également I'interface pour I'échange de gaz entre la circulation maternelle et foetale. Une
autre fonction importante du placenta est la régulation de la réponse immunitaire maternelle afin que la
semi-allogreffe foetale soit tolérée pendant la grossesse. Le placenta agit également comme une source
importante d'hormones et de facteurs de croissance nécessaires a la reconnaissance maternelle initiale de

la grossesse [Cross et al, 1994; Cross, 2006; Sadler et al., 2006).

Le placenta étant essentiel a la survie, il est trés sensible aux perturbations. Les facteurs génétiques ou
environnementaux qui affectent le développement du placenta sont associés a de mauvais résultats
obstétricaux. L'expression anormale de génes régulateurs spécifiques dans le placenta et les fonctions
anormales des génes peuvent provoquer un dysfonctionnement placentaire [Coan et al., 2005]. Les
anomalies des fonctions placentaires peuvent entrainer divers problemes, notamment I'échec de
I'implantation, I'insuffisance placentaire, le retard de croissance fcetale et la mort embryonnaire. Les
complications qui apparaissent relativement tard dans la grossesse peuvent en fait refléter des erreurs qui
se sont déja produites pendant le développement placentaire [Cross et al, 1994; Rossant et Cross, 2001;

Cross, 2006].
4.4 LA GASTRULATION ET ORGANOGENESE

Alors que le syncytiotrophoblaste commence a pénétrer dans la paroi de I'utérus lors de l'implantation,
I'embryoblaste/MCI continue également a sedévelopper. L'embryoblaste forme un embryon bilaminaire,
composé de l'épiblaste et de I'hypoblaste. L'hypoblaste forme le sac vitellin, I'épiblaste subit une
gastrulation a environ 16 jours apres la fécondation. La gastrulation établit les trois couches germinales -
I'endoderme, I'ectoderme et le mésoderme - qui donneront tous naissance a divers systemes d'organes. Le
mésoderme interagit également avec le tissu trophoblastique pour former le cordon ombilical [Cross et al,
1994; Sadler et al., 2006]. A ce stade, la phase embryonnaire proprement dite commence et dure de la

troisieme semaine jusqu'a la huitieme semaine aprés la fécondation.

Les systéemes d'organes se différencient a des vitesses trés variables au cours de cette phase. Par exemple,
le systéme circulatoire est largement fonctionnel a la fin de cette période, tandis que le systeme nerveux
continue de subir des divisions cellulaires massives et commence seulement a établir des connexions
fonctionnelles [Sadler et al., 2006]. Le reste du développement Humain, de la 9™ 3 la 38°™ semaine est
appelé la période foetale durant laquelle I'embryon acquiert son apparence humaine. Elle est caractérisée
par une croissance rapide et une différenciation continue des tissus et des organes [Sariola et al, 2003;

Sadler et al, 2006].
4.5 LA GROSSESSE NORMALE

La grossesse est |'état d'étre enceinte. La gestation s’étend de la fécondation a la fin du travail
(accouchement)(Figure 12). La grossesse dure en moyenne de 280 a 290 jours a partir du premier jour de la
derniéere période menstruelle (LDR). L'unité de mesure la plus utilisée aujourd'hui est la semaine. Une

grossesse est estimée a terme entre 37 semaines d'aménorrhée (SA) a 41 semaines + 6 jours. Les premiers
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signes de grossesse sont des regles retardées, des nausées et une sensibilité des seins, connus sous le nom
de signes sympathiques de la grossesse, aprés quoi les femmes subissent généralement un test ou une

échographie pour confirmer la grossesse.On distingue trois périodes :

e lapériode pré-embryonnaire, de la fécondation jusqu’a la fin de la 5°™¢ semaine d’aménorrhée (SA)
e lapériode embryonnaire, de la 6™ SA a la fin de la 10°™ SA ;

e etlapériode foetale, a partir de la 11°™ SA.

Figure 12: Foetus au début de son développement intra-utérin

4.6 CONFIRMATION DE LA GROSSESSE

4.6.1 Test de grossesse

Les tests de grossesse sont congus pour démontrer la présence d’hormone chorionique gonadotrope (hCG),
qui est une glycoprotéine constituée de deux polypeptides liés de maniere non covalente, les sous-unités
alpha (a) et béta (B). LHCG a la méme sous-unité alpha que d'autres hormones, telles que I'hormone
folliculo-stimulante (FSH), I'hormone lutéinisante (LH) et I'hormone stimulante thyroidienne (TSH) [Ganrot
et al., 2003; Khan et al., 1989]. L'unité B est unique, par conséquent, la sous-unité béta de I'hCG est plus
spécifique pour diagnostiquer une grossesse dans les urines ou dans le sang que la sous-unité alpha [Khan
et al, 1989]. Chez la femme enceinte, la circulation de B -hCG peut étre détectée, le 21°™ jour aprés la

derniére menstruation, soit 7 jours apres la conception [Chard, 1992].

Pendant la grossesse, la gonadotrophine est produite a partir du trophoblaste et libérée dans la circulation
maternelle. La fonction principale de I'HCG est de soutenir les cellules du corps jaune dans la production de
progestérone pendant les premiéres semaines de la grossesse, empéchant ainsi les menstruations [Brody

et Frank, 1993; Ganrot et al, 2003].

La B—hCG est détectée dans les tests de grossesse, le batonnet-test est plongé dans l'urine ou quelques
gouttes d'urine sont déposées sur une membrane. Apres quelques minutes, la réponse est positive ou
négative. Le mode d’emploi est souvent indiqué sur I’emballage, un test positif est un niveau de B-hCG
supérieur a un certain niveau déterminé par le fabricant (Figure 13), le jour du retard de regles, la

concentration de B-hCG est de 100U/l dans le plasma. Afin de détecter une grossesse ce jour-la, un test de
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grossesse nécessite une sensibilité de 20 mUIl/mL (Cole et al, 2004). Les niveaux maximaux peuvent étre
détectés 60 a 80jours apres la conception [Ganrot et al, 2003]. Dans une grossesse normale, I'hCG double

toutes les 48 a 72heures entre les semaines de gestation 4 et 8 (Scott, 2000) (Tableau 1).

Tableau 1: Valeur B -hCG au cours de la grossesse

Valeur B-HCG mUI/ml Jours Semaines
100 23 3,3
250 28 4,0
1000 35 5,0
4000 42 6,0
15000 49 7,0

Le test de grossesse a domicile a été introduit en 1975. La premiere marque de test, a analysé les deux
sous-unités a et B a la fois ce qui a donné des tests faussement positifs a I'ovulation, en raison du pic de LH
qui a également des unités a-hCG. La sensibilité du premier test était d'environ 2000U. Par la suite, lorsque
des tests plus spécifiques ont été introduits, le seuil deBhCGest 500U et il est a 20U aujourd'hui. Il existe
désormais plus de 20 marques de test de grossesse a domicile. Ceux-ci sont capables de donner un test
positif le premier jour suivant le retard de regle [Cole et al., 2004].Les tests urinaires de grossesse peuvent
donner des résultats faussement positifs ou faussement négatifs. La valeur normale de B-HCG chez les

femmes non enceintes est inférieure a 5 Ul/I.

TS
A T ——————

Figure 13: Le batonnet-testde grossesse urinaire

4.6.2 Examen clinique
Il existe plusieurs raisons pour lesquelles les femmes sont examinées par un médecin au début de la
grossesse, soit dans le cadre d’'un examen de routine, I'anxiété, des signes sympathiques de grossesse

exagérés ou bien dans le cadre d’une complication a savoir une menace d’avortement ou unavortement.

4.6.3 Ultrasonographie

L’échographie est une machine a ultrasons, elle émet des ultrasons a haute fréquencequi rebondissent sur
les structures du corps et, au moyen d'une analyse informatique, une image est créée a I'écran [Hart, 2005]
(Figure 14). L'échographie vaginale a un transducteur d'échographie interne inséré dans le vagin, se
rapprochant ainsi de |'utérus de la femme mieux que la technique transabdominale conventionnelle. La
femme est examinée en position allongée, en position de lithotomie. Le transducteur est une longue sonde,

recouverte d'un préservatif et d'un lubrifiant avant l'insertion dans le vagin. Lemédecin déplacera la sonde

25




ETUDE CYTOGENETIQUE DES COUPLES MAROCAINS SOUFFRANT D’AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION

dans la cavité vaginale pour balayer les structures pelviennes, I'examen est effectué a une vessie vide. Il

peut y avoir un léger inconfort d( a la pression de la sonde vaginale [Hart, 2005].

Figure 14: Image échographique d'un foetus au premier trimestre de grossesse

Au cours de la grossesse, trois échographies de dépistage anténatal seront proposées en cas d’évolution
normale : au premier, au deuxiéme et au troisieme trimestre de la grossesse (11 a 13 SA, 22 3 24 SA,32 a
34 semaines d’aménorrhée). L'échographie permet d'obtenir certaines informations qu'aucun autre
examen ne peut fournir : par exemple I'dge exact de la grossesse, le nombre des foetus, la mesure de la
clarté nucale, la morphologie du feetus (recherche de malformation) (Photographie 1), sa croissance et la

localisation placentaire.

/
Photographie 1 : jumeau malformé a 23 SA (diagnostiqué a I’échographie morphologique)

4.7 ISSU DE LA GROSSESSE
4.7.1 Accouchement a terme

L’évolution normale d’une grossesse est de donner naissance, une fois arrivée a terme, a un nouveau né en
bonne santé, ayant hérité la moitie du patrimoine génétique de chacun de ses parents, soit par voie basse

(voie vaginale) ou voie haute (césarienne) selon les conditions obstétricales de chaque parturiente.

4.7.2 Echecs de la grossesse

Il a été constaté que seulement 22% des cycles susceptibles d’évoluer vers une grossesse ont abouti a une

naissance vivante. Des études plus récentes ont indiqué que méme lorsque les circonstances de la
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conception sont jugées optimales, les chances maximales de concevoir, et d’obtenir une grossesse
cliniguement reconnue en un cycle est d’environ 30% [Ziamen et al., 1996 ; Slama et al., 2002] , s’élevant a
40% chez les jeunes femmes subissant une insémination programmeée avec du sperme de donneurs et dont
la fertilité est prouvée [Van Noord-Zaadstra et al., 1991].La grossesse peut étre perdue ou échouée a
n‘importe qu’il moment entre la fécondation et I'implantation, ou au dela jusqu'au terme. Une partie de
ces pertes est cliniquement reconnu sous forme d’avortement. Cependant, depuis le premier cas rapporté
de fausse couche par mesure de I’'HCG [Morris and Udry, 1967], il est devenu claire qu’un grand nombre de
conceptions échoue avant méme que la femme ne reconnait qu’elle est enceinte. La perte de grossesse est
une formule générale correspondant a une interruption de la grossesse quel qu’en soit le terme. Elle
regroupe des entités nosologiques bien distinctes : les fausses couches précoces, les fausses couches
tardives, la mort feetale in utero (MFIU). Ainsi, les échecs de grossesse affectent I'une des trois périodes :
pré-embryonnaire, embryonnaire et foetale. Environ 87% des échecs ont lieu durant les 70 jours suivant les
derniéres menstruations, c’est-a-dire durant les périodes pré-embryonnaire et embryonnaires. Ainsi, on

distingue :
> Les pertes foetales au 1° trimestre

La fausse couche spontanée précoce est l'arrét spontané de la grossesse avant la 14°™ SA. Cette
définition englobe les grossesses dites «biologiques», non identifiées en échographiemais plutét avec un
test B-HCG plasmatique positif, ainsi que les ceufsclairs (sac gestationnel sans embryon visualisé a
I’échographie). Le risque de fausses couches (FC) est de I'ordre de 11,1%pour la tranche d’age 20—
24ans, de 50% pour les femmes entre 40 et 44ans et de plus de 80% apres 45 ans [Nybo Andersen
et al, 2000]. Les arréts tres précoces, au cours des trois premiéeres semaines de gestation, concernent

jusqu’a la moitié des conceptions.

La fréquence des FCS a répétition est variableselonla définition retenue (deux ou trois FCS consécutives),
mais celles-ci touchent en moyenne 1 a 2% des couples [Berry et al.,, 1995]. Plus le nombre
d’avortements spontanés consécutifs augmente, plus le risque de récidive est important : autour de
17 a 35% apres deux FCS, 25 a 46% apres trois FCS et plus de 50% aprés six FCS, toutes les causes
confondues [Ogasawara et al, 2000]. Néanmoins, dans le cadre desFCS idiopathiques, le taux de
grossesseévolutiveapres trois FCSconsécutives est proche de 80% a 30anset de50% a45ans [Brigham et al,

1999].
> Les pertes foetales tardives

. La fausse couche tardive est |’expulsion d’un foetus non viable entre 14SA et 22SA ou
d’unpoidsinférieura 500g (criteres de viabilité de I’Organisation Mondiale de la Santé) (Photograhie 2).
Ses étiologies sont distinctes de celles des FCS précoceset plus proches decellesdesaccouchements
prématurés. Beaucoup moins fréquentesque lesFCS précoces, elles correspondent a environ 0,5% des

grossesses [Muller et al, 2002].
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Photographie 2: Foetus malformé macéré (17 SA)
° La mort feetale in utéro (MFIU) est définie par l'arrét de l'activité cardiaque foetale apres le

2°™ trimestre de la grossesse. Sa fréquence est d’environ 0,8 3 1% dans les pays développés. Aprés
37SA, le risque est d’environ 2 pour 1000 grossesses et il augmente régulierement entre 40 et
43SA[Cotzias et al, 1999].Les étiologies des pertes foetales different selon le terme. Ainsi, un bilan

étiologique s’avere nécessaire pour mieux traiter ces couples et a fin d’éviter les récidives.
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LES AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES

1 DEFINITION

L'avortement spontané et fausse couche sont deux termes synonymes. Dans la littérature médicale,
|'avortement spontané est le plus souvent utilisé, tandis qu'en pratique clinique et dans la population
générale, la fausse couche est le terme préféré. Selon les critéres de I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS-1977), I'avortement spontané est défini comme I'expulsion d'un embryon ou I'extraction d'un foetus
pesant 500g ou moins. Ce poids foetal correspondra normalement a un age gestationnel de 20 a 22
semaines d’aménorrhées . Un avortement précoce survient avant 12 semaines de gestation et un

avortement tardif entre 13 et 22 semaines.

e Dans une «fausse couche compléte», le produit de conception est expulsé dans son intégralité ;
e Dans une «fausse couche incompléte», le produit de conception n’est pas expulsé en totalité ;
e Dans un «avortement manqué», une interruption de grossesse a lieu mais rien ni expulsé, parfois il

s’agit d’un ceuf clair.

La définition d’une fausse couche manquée (avortement manqué) peut différer a la fois géographiquement
et historiqguement. Auparavant, le terme d’avortement manqué était utilisé lorsque la mere ne
ressentaitaucun mouvement feetal, ou lorsqu’il y a une absence de croissance du feetus, diagnostiquée par
une petite hauteur utérine par rapport au terme de la grossesse. Cela pourrait signifier une longue attente
incertaine pour la femme. Dans la pratique clinique actuelle, un foetus sans viabilité, comme le montre
|'échographie, est généralement diagnostiqué comme un avortement manqué. La femme ne présente
souvent pas de signe ou seulement un saignement vaginal, souvent avec perte de nausées et de tension
mammaire [Brody et Frank, 1993; Hart, 2004].L'avortement spontané récurrent est défini comme trois
pertes de grossesse consécutives ou plus avant 22 semaines de gestation, survenant généralement au cours

de la méme semaine de gestation [Jablonowska et al, 2003].

2 CLASSIFICATION
< L’avortement au premier trimestre est défini comme un avortement qui survient dans les 12
semaines suivant la gestation. L'ceuf clair est un type de fausse couche trés courant qui représente
60% des fausses couches du premier trimestre. Il est également connu comme un sac gestationnel
vide. Cela se produit lorsqu'un ovule fécondé se fixe avec succes a la paroi utérine mais ne contient

aucun embryon. Tout ce qui se forme est un placenta et un sac vide [Tucker et al, 1997].

«» La grossesse biochimique est également une fausse couche du premier trimestre qui survient
lorsquelefoetusdécede immédiatement aprés la conception. Cela se produit avant que I'embryon
n'ait la possibilité de s'implanter dans la paroi utérine. Il produit un test de grossesse positif (BHCG

+) mais n'est pas vu a I'examen échographique.

Une perte foetale survient lorsque le feetus est décédé dans les 8 a 12 semaines d’aménorrhées

suivant la gestation sans activité cardiaque [Quenby, 2007].
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% L’avortement au deuxiéme trimestre est défini comme une perte de grossesse entre 12 et 24
semaines de gestation [Baker et Monga, 2006]. Cependant, ce n'est pas aussi courant qu'une fausse
couche au premier trimestre. C'est une pertede grossesse avec rupture spontanée des membranes
ou dilatation cervicale. Le feetus a entre 12 et 24 semaines de gestation et a eu une activité
cardiaque foetale [Quenby, 2007]. Le taux de perte de grossesse diminue au fur et a mesure que la
grossesse progresse. Environ 1 a 5% des grossesses sont perdues entre 13 et 19 semaines de
gestation, et 0,3% entre 20 a 27 semaines de gestation, et a un taux similaire au troisieme

trimestre.

3  EPIDEMIOLOGIE DES FAUSSES COUCHES

Dans la population générale, presque 15% de toutes les grossesses cliniquement reconnues se terminent
par une fausse couche [Stray-Pederson et Stray-Perderson, 1984; Nybo Andersen et al., 2000]. Cependant,
le taux de fausses couches peut atteindre 50 a 60% si I'on tient compte des pertes de grossesses tres
précoces non détectées survenant dans les premiéres semaines suivant la gestation [Roberts et Lowe,
1975; Wilcox et al., 1988]. Parmi les grossesses perdues, environ 70 a 75% sont causées par des échecs
d'implantation ou de placentation précoce et ne sont donc pas cliniquement reconnues comme des
grossesses. En conséquence, seulement la moitié environ de toutes les conceptions évolue vers le

deuxiéme trimestre de la grossesse [Rai et Regan, 2006].

On estime que 1 a 2% de tous les couples ont eu des fausses couches a répétition (FCR) [Tulppala et al,
1993; Katz et Kuller, 1994], mais la prévalence exacte des FCR dépend de sa définition. L'avortement
spontané a répétition (ASR) est souvent défini comme la survenue d'au moins trois échecs de grossesse
consécutifs et cliniquement détectables avant la 20°™ semaine de gestation [Li et al, 2002b; Quenby et al.,
2002; Pandey et al., 2004]. Cependant, certaines études ont également inclus des patientes avec deux
fausses couches [Laskin et al., 1997; Stephenson et al., 1998] et dans certaines études, les fausses couches
n'étaient pas nécessairement consécutives. Cela augmente la prévalence des ASR jusqu'a 5% de tous les

couples tentant de concevoir [Rai et Regan, 2006].

L'analyse des aneuploidies, des translocations et d'autres aberrations chromosomiques de structure a
grandement aidé a déterminer |'étiologie dans la majorité des cas d’ASR. La perte précoce de grossesse au
cours du premier trimestre est la complication la plus courante affectant au moins 15 a 20% des grossesses
cliniguement reconnues [Boue et al., 1985]. Les grossesses perdues en fin de gestation ont également un
taux élevé d'anomalies chromosomiques, environ 30% au deuxiéme trimestre et 5% au troisieme trimestre

[Lee et Silver, 2000].

Chez une patiente ayant des antécédents de deux fausses couches, le risque ultérieur de perte de grossesse
s'éleve a environ 25%, tandis que trois avortements augmentent le risque d'une quatrieme fausse couche a
33%. Cependant, il n'y a pas de seuil précis pour le nombre d'avortements spontanés qui justifie sans
équivoque une évaluation. Il n'est pas rare que des couples en parfaite santé connaissent trois pertes de

grossesse spontanées consécutives, chacune pour une raison différente et il a été constaté que plus de la

30




ETUDE CYTOGENETIQUE DES COUPLES MAROCAINS SOUFFRANT D’AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION

moitié des avortements récurrents sont dus a des causes non récurrentes [Coulam, 1991]. Les pertes au
cours du premier trimestre sont généralement dues a des anomalies génétiques foetales [Lee et Silver,

2000].

4 SYMPTOMES ET PRISE EN CHARGE DES FCS
La femme peut présenter des symptomes, comme des douleurs lombaires ou des douleurs pelviennes. Un
saignement vaginal peut survenir, avec ou sans algies pelviennes. Le diagnostic est posé aprés un examen

gynécologique, suivi d'une échographie pelvienne ou endovaginale.
e Traitement symptomatique

Le traitement des fausses couches varie en fonction du tableau clinique de la patiente [Nielsen et al., 1999],
a la maternité de I'hopital un dossier médical est utilisé pour faciliter la documentation. Il s'agit d'une
pratiqgue médicale de routine, cepandant Il existetoujours des différences individuelles. Toutes les patientes
recoivent des informations a propos de leur état de santé, les expériences émotionnelles liées a une fausse
couche sont discutées. Méme des informations sur la douleur qui peut persister au cours des prochains
jours sont données, avec la possibilité de mettre la patientesous un traitement analgésique. Les femmes

qui ont eu des fausses couches a répétition sont invitées pour un suivi et une enquéte familiale.

e Fausse couche compléte : Une fausse couche est compléte, si I'examen échographique identifie un
utérus vide et que I'endometre est a moins de 15 mm d'épaisseur. Aucun autre traitement n'est
requis. Les femmes peuvent saigner pendant quelques jours [Brody et Frank, 1993; Nielsen et al.,

1999].

e  Fausse couche incompleéte : est traitée si le col est ouvert et que le saignement persiste. L'examen
par ultrasons révéle une épaisseur de I'endomeétre supérieure a 15mm et/ou une image de
rétention trophoblastique, et I'état général de la patiente est bon. La patiente est informée sur la
persistance des saignements et de la douleur pendant quelques jours. Elle est encouragée a
prendre un analgésique et afin de prévenir l'infection, il lui est conseillé de ne pas utiliser de
tampons, ou d'avoir des rapports sexuels pendant que le saignement continue. La deuxiéme visite
sera prévue dans les 3-7 jours et sera décidé s'il s'agit d'une fausse couche compléete ou si un

curetage doit étre effectué [Brody et Frank, 1993; Nielsen et al., 1999].
e Dilatation et curetage

Une fausse couche incompléte, avec un saignement abondant ou lorsque |'état général de la patiente est
altéré, un curetage d'urgence (curetage hémostatique) est effectué sous anesthésie. Les tests suivants sont
effectués en préparation au geste chirurgical : une numération formule sanguine (NFS), un groupe sanguin
et un bilan d’hémostase. Avant l'anesthésie, la patiente doit étre a jeun pendant quatre a six heures au
moins. Lorsque les formalités administratives, la préparation du dossier médical et la consultation pré-

anesthésique sont terminées, |'infirmiére accompagne la patiente en salle d'opération. Le médecin effectue
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|'aspiration, dans le but de vider I'utérus du produit de conception avec ou sans contréle échographique. La

durée de l'opération est de cing a dix minutes (Photographie 3).

Photographie 3 : Produit de conception macéré évacué par curetage (foetus et placenta)

5 ETIOLOGIES DES FAUSSES COUCHES

Les fausses couches répétitives chez certains couples suggerent que certaines femmes courent un risque
particulier deperdre leurs grossesses et qu'il doit y avoir une explication a cela. Méme si beaucoup de
travaux ont été faits pour identifier ses mécanismes, |'étiologie des fausses couches reste inconnue dans de
nombreuxcas. L'étiologie d'une fausse couche est rarement définie, malgré les nombreuses avancées dans
le domaine médical, la cause reste souvent peu claire [Plouffe et al, 1992; Clifford et al, 1994; Carrington et

al, 2005]. Les principales causes identifiables de fausse couche comprennent :

5.1 LA PATHOLOGIE UTERINE
Les anomalies utérines, les polypes et les fiboromes, peuvent prédisposer a une fausse couche en affectant

I'implantation [Bulletti et al., 1996; Bajekal et Li, 2000].

5.2 LES ANOMALIES ENDOCRINIENNES
Apres l'implantation, le maintien de la grossesse dépend d'une série d'événements endocrinologiques qui
contribueront éventuellement a la croissance et au développement de I'endometre et du feetus [Potdar et
Konje, 2005; Arredondo et Noble, 2006].Le développement normal de I'endometre et sa maturation
dépend des hormones stéroides, en particulier des cestrogenes et de la progestérone. Par conséquent, une
fausse couche peut étre le résultat d'une anomalie au niveau de la production hormonale ou d'une réponse

anormale de I'endomeétre aux hormones stéroides circulantes [Li et al, 2002a; Arredondo et Noble, 2006].

Par ailleurs, plusieurs autres anomalies endocrinologiques maternelles telles que le diabete non équilibré
[Mills et al, 1988], des niveaux élevés d'androgénes [Okon et al, 1998; Bussen et al, 1999],
I'nyperprolactinémie [Tal et al, 1991], le dysfonctionnement thyroidien [Roberts et Murphy, 2000] et

I'obésité [Wang JX et al, 2002] ont été impliquées comme facteurs étiologiques des ASR.

53 LES INFECTIONS
Les infections génitales peuvent provoquer une fausse couche. Une infection génitale par Chlamydia
trachomatis ou Mycoplasma hominis s'est révélée responsable d’un risque accru de fausse couche [Cramer
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et Wise, 2000; Harrison et al, 1983]. Un risque accru d’avortement tardif a été signalé par Oakeshott chez
des femmes atteintes de vaginose bactérienne [Oakeshott et al, 2002]. La vaginose bactérienne seproduit
lorsque les lactobacilles manquent et qu'une proliférationdebactéries anaérobies, y compris la gardnerella

vaginalis et les mycoplasmes.

Le diagnostic d’'une vaginose bactérienne peut étre posé en présence d'un pH élevé (> 4,5), la présence de
«cellules indicatrices» et d'un «test d'odeur» positif (odeur de poisson lorsque I'hydroxyde de potassium

est mélangé a I'échantillon de frottis) [Larsson et al, 2005].

Lorsque I'herpés génital primaire survient pendant la grossesse, il existe un risque accru de fausse couche
[Cramer et Wise, 2000]. D'autres maladies infectieuses, telles que la rubéole, la toxoplasmose, le
cytomégalovirus et la listeria ont également été signalées comme étant des causes possibles de fausse

couche [Jablonowska, 2003].

5.4 LES FACTEURS IMMUNOLOGIQUES

Etant donné que le conceptus représente un produit génétique parental avec ses antigénes ; il est possible
qgue le systeme immunitaire maternel le reconnaisse comme étrangers, ce qui entraine une réponse
immunitaire[Dalton et al, 1998; Hill et Choi, 2000]. La survie du foetus semi-allogéne dépend de la
suppression de la réponse immunitaire maternelle et une fausse couche peut étre la conséquence d'un
échec de cette suppression. On suppose que les facteurs de régulation maternels et embryonnaires
protégent |'embryon contre une réaction immunologique maternelle défavorable. Une adaptation
maternelle a lI'implantation de I'embryon est nécessaire pour la réussite de la mise en place de |'unité foeto-
placentaire. L'embryon doit étre capable de stimuler une réaction immunologique de la mére afin de se

protéger des molécules cytotoxiques [Bulletti et al, 1996; Li et al, 2002b; Pandey et al, 2004].

Le mécanisme par lequel le foetus échappe au rejet par le systeme immunitaire maternel est inconnu.
Cependant, des différences dans la concentration des cellules immunocompétentes circulantes, telles que
les cellules Natural killer (NK) et les cytokines ont été signalées entre les femmes ayant des ASR et les

témoins [Wegmann et al, 1993; Reinhard et al, 1998; Ntrivalas et al, 2001; Yamada et al, 2001].

5.5  LETAT PROTHROMBIQUE

Un état prothrombotique peut étre largement défini comme toute affection, héréditaire ou acquise, qui
prédispose a une thrombose veineuse ou artérielle [Hiatt et Lentz et al., 2002]. Il est postulé que la
thrombophilie maternelle est un facteur de risque de fausse couche, car une grossesse réussie dépend d'un
développement placentaire satisfaisant et une fonction placentaire soutenue est basée sur la circulation
placentaire [Kujovich, 2004]. Ces processus nécessitent la mise enplace d'un systeme circulatoire foeto-

maternel adéquat, qui peut étre perturbé par un état prothrombotique.

Le facteur V Leiden, les mutations du gene de la prothrombine et le déficit en protéine C et en protéine S
sont des troubles prothrombotiques héréditaires d'importance clinique et une association entre un risque

accru de fausse couche et ces troubles a été reconue [Preston et al, 1996; Rey et al, 2003; Kujovich,
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2004].L'un des principaux troubles prothrombotiques acquis est le syndrome des anticorps
antiphospholipides (SAPL), dans lequel le corps reconnait ses propres phospholipides comme étrangers et
produit des anticorps contreeux. L'anticoagulant et [I'anticorps anticardiolipine sont les deux

anticorpsantiphospholipides connus associés a I’ASR [Levine et al., 2002].

On ne sait pas exactement comment le syndrome des anticorps antiphospholipides (SAPL) affecte
négativement la grossesse, mais une théorie est qu'il peut provoquer des caillots sanguins dans les
vaisseaux du placenta altérant la fonction placentaire [Rand et al, 1997]. Cependant, le SAPL est une cause
traitable de I’ASR. Divers traitements tels que I'héparine, I'aspirine et les immunoglobulines intraveineuses,
ont été utilisés pour tenter d'améliorer I'issue de la grossesse des femmes atteintes du SAPL [Empson et al,
2002; Farquharson et al, 2002]. L'héparine est un agent thromboprophylactique qui peut se lier aux
anticorps antiphospholipides, protégeant ainsi le trophoblaste et I'endothélium maternel des dommages
vasculaires en début de grossesse. Plus tard au cours de la grossesse, lorsque la circulation intervilleuse a
été établie, I'héparine contribue a diminuer le risque de thrombose placentaire et d'infarctus [Girardi, 2005,

Bose et al, 2005].

5.6 LES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX
Il a été constaté que les facteurs dans I'environnement des femmes représentent un risque accru de fausse
couche, comme le tabagisme et méme |’exposition des meres a la fumée ambiante du tabac (tabagisme
passif). Les fumeuses ont un risque plus élevé que les non-fumeuses et ce risque est a son tour encore
accru par rapport au nombre de cigarettes fumées par jour [Cramer & Wise, 2000; Mishra et al, 2000;
Shiverick & Salafia, 1999].La consommation d'alcool augmentait le risque de fausse couche [Cramer et
Wise, 2000; Kesmodel et al, 2002; Windham et al., 1997]. La consommation de caféine a été décrite comme
un facteur de risque faible et discutable de perte de grossesse [Cramer et Wise, 2000; Fenster et al., 1991;

Leviton et Cowan, 2002].
D'autres causes étudiées donnant des résultatsdivergents concernant leur lien avecla fausse couche :

e Laconsommation de |'eau du robinet [Hertz-Picciotto et al., 1992; Waller et al., 1998] ;

e regarder des films vidéo plus de 20 heures/semaine [Schnorr et al., 1991] ;

e |astation debout plus de 8 heures/jour au travail [Florack et al., 1993] ;

e et le travail avec des gaz anesthésiques [Ahmad et al., 2001; Axelsson & Rylander, 1982; Boyles et

al., 2000; Cramer & Wise, 2000].

Des niveaux élevés du stress de travail sont liés a I'avortement spontané [Brandt et Nielsen, 1992; Mulder
et al, 2002]. Fenster est d'avis que ce n'est pas le stress lié au travail en soi qui conduit a une fausse couche,
mais plut6t la combinaison avec d'autres facteurs, par exemple une femme qui a plus de 32 ans, fume ou

primipare [Fenster et al., 1995].

Neugebauer a enquété sur le stress chez la femme enceinte, comme la mort d'un autre enfant dans la

famille au cours du premier trimestre de la grossesse. Il a trouvé une corrélation, parfois méme en
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conjonction avec une anomalie chromosomique [Neugebauer et al, 1996].Hansen et ses collaborateurs ont
indiqué que les malformations congénitales, en particulier celles de la créte neurale (Photographie 3),
peuvent étre causéespar un stress extréme au cours du 1¢trimestre, comme le déces du partenaire ou d’un
enfant, une maladie nouvellement découverte, comme le cancer ou l'infarctus du myocarde [Hansen et al,

2000].

Photographie 4: Foetus malformé (Anencéphale)

Les métaux lourds, les solvants organiques et les rayonnements ionisants sont des tératogenes confirmés,
et uneexposition peut contribuer a la perte de grossesse [Dhont, 2003]. L'alcool et la cocaine sont
également des tératogénes confirmés, tandis que la caféine et le tabagisme sont des tératogenes
présumeés, mais leur impact tératogene est toujours controversé [Dominguez-Rojas et al, 1994; Parazzini et

al, 1998; Cnattingius et al, 2000; Kesmodel et al, 2002].

5.7  LES CAUSES GENETIQUES

5.7.1 Les anomalies chromosomiques

En plus des causes identifiables des fausses couches décrites précédemment, les facteurs génétiques sont
une cause majeure des fausses couches cliniquement reconnue. Les altérations génétiques et les
instabilités chromosomiques sont associées a la perte de grossesse. La plupart des aberrations
chromosomiques déséquilibrées entrainent des phénotypes séveres des le début de la grossesse et
entrainent donc une fausse couche. Par conséquent, l'incidence des anomalies chromosomiques foetales
non équilibrées diminue progressivement avec I’évolution de la grossesse a moins de 1% chez les nouveau-
nés [Stern et al, 1996; Stephenson et al, 2002]. Dans I'ensemble, 50 a 70% de toutes les fausses couches

sporadiques sont associées a des anomalies cytogénétiques chez le foetus.

La plus fréquente de ces anomalies est la trisomie, suivie de la polyploidie, de la monosomie X et de la
translocation déséquilibrée [Kalousek et al, 1993; Stephenson et al, 2002]. La trisomie la plus courante est
la trisomie du chromosome 16, suivie de la trisomie des chromosomes 21 et 22 [Stephenson et Kutteh,
2007]. Ces anomalies chromosomiques peuvent étre héritées ou de Novo dans les cellules germinales en
raison d’une anomalie de formation du fuseau ovocytaire et de la division méiotique [Devine et al, 2000;

Kuo, 2002].
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Chez les femmes atteintes d’ASR, le taux d'anomalies chromosomiques chez le foetus est inférieur a celui
des femmes présentant une fausse couche sporadique. Les fausses couches chez les femmes atteintes
d’ASR peuvent étre dues a des anomalies chromosomiques numériques de Novo, en particulier les
trisomies autosomiques des chromosomes 13, 14, 15, 16, 21 et 22 et la monosomie X [Pandey et al, 2005;
Warren et Silver, 2008]. Cependant, la fausse couche peut également étre due a des anomalies
chromosomiques récurrentes chez le foetus résultant d'une aberration équilibrée chez I'un des parents
héritée par la descendance sous une forme déséquilibrée.Le dépistage cytogénétique des couples avec des
ASR a révélé que des anomalies chromosomiques parentales se produisent chez I'un ou l'autre partenaire
chez 5 a 7% des couples, tandis que le taux dans la population normale est d'environ 0,2% [Fryns et

Buggenhout, 1998].

Les translocations équilibrées chez les deux parents, y compris les translocations réciproques et
robertsoniennes, sont les anomalies les plus courantes, détectées chez environ 4% des couples atteints
d’ASR. Lesautres anomalies chromosomiques comprennent les inversions et les anomalies des

chromosomes sexuels [Tulppala et al., 1993; Clifford et al., 1994; Fryns et Buggenhout, 1998].

Méme si le risque théorique de donner une descendance anormale pour les porteurs phénotypiquement
normaux de translocations équilibrées est d'environ 50%, le diagnostic préimplantatoire (DPI) a montré que
le risque varie considérablement. Pour les porteurs d'une translocation équilibrée, le risque de concevoir
un embryon chromosomiquement anormal, di a une ségrégation anormale a la méiose, varie de 20 a 80%.
Le risque reproductif conféré par les réarrangements chromosomiques dépend de la taille, de
|'emplacement et du type de réarrangement et s'il est porté par la femme ou son partenaire [Munne et al.,

2000; Otani et al., 2006; Lim C et al ., 2008].

5.7.2 Ll’inactivation du chromosome X et ASR

L'inactivation des chromosomes X (ICX) est définie comme le processus par lequel I'un des deux
chromosomes X dans chaque cellule somatique d'une femme en bonne santé est inactivé pendant
I'embryogeneése précoce.l’inactivation de I’X est un mécanisme de régulation génique du chromosome X de
la femme, qui permet d’égaliser dans les deux sexes I'expression des génes liés a I’X. Elle consiste en un
arrét de la transcription des genes d’un des deux X dans chaque cellule [Lyon, 1961; Brown et Robinson,
2000]. Les femmes sont donc des mosaiques pour deux types de cellules; les cellules avec le chromosome X
paternel comme X actif et les cellules avec le chromosome X maternel comme X inactif.

Normalement, le processus se produit de maniére aléatoire sur le chromosome X maternel et paternel, ce
qui entraine une distribution 50/50 des deux types de cellules. Un écart important par rapport a cette
distribution est appelé ICX asymétrique [Puck et Willard, 1998; Minks et al., 2008]. Récemment, plusieurs
études ont montré que les femmes souffrant d’ASR présentent plus souvent des ICX non aléatoires que les

femmes témoins [Lanasa et al., 1999; Uehara et al., 2001; Kuo et al., 2008].

Kuo et al. (2008) ont rapporté une ICX extrémement asymétrique chez 7,7% des femmes ayant des ASR et

chez 1,3% des femmes témoins (p=0,01). L'ICX asymétrique est défini comme une inactivation
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préférentielle de I'un des deux chromosomes X qui peut étre le résultat d'un événement fortuit ou dd a des
facteurs génétiques impliqués dans le processus d'inactivation du chromosome X [Brown et Robinson,
2000].Dans certains cas, un modele d'inactivation non aléatoire peut étre un indicateur d'une anomalie
dans le chromosome X inactivé, par exemple, les anomalies des chromosomes X telles que les
microdélétions ou les mutations dans les génes chromosomiques X [Belmont, 1996; Uehara et al, 2001].
L'écart par rapport aux taux d'inactivation aléatoires peut également conduire a l'expression de traits
récessifs liés a I'X chez les femmes hétérozygotes, qui devraient étre des porteuses saines du géne de la
maladie [Azofeifa et al, 1995].11 a été proposé que les mutations liées a I'X qui sont mortelles chez les
hommes provoquent une ICX asymétrique chez les femmes et des maladies létales dominantes chez les
hommes [Franco et Ballabio, 2006]. De telles mutations peuvent entrainer la perte de conceptus masculin
et une augmentation de la fréquence des fausses couches chez les femmes porteuses [Lanasa et al, 1999;

Uehara et al., 2001].

5.7.3 Les microdélétions du chromosome Y

La majorité des investigations a la recherche étiologique des ASR évalue la femme, les partenaires
masculins ont cependant fait I'objet d'une enquéte moins approfondie. L'analyse du sperme n'est
généralement pas incluse dans |'évaluation initiale de I’ASR. Pourtant, l'intégrité des spermatozoides est
requise pour les interactions spermatozoides-ovules. la qualité des spermatozoides, la fécondation, et le
développement embryonnaire précoce, influencentla capacité de I'embryon a atteindre le stade de
blastocyste et a progresser vers l'implantation [Simerly et al., 1995; Van Blerkom, 1996; Moomjy et al.,

1999].

Les microdélétions du bras long du chromosome Y humain sont associées a un échec de la spermatogenése
[Vogt et al., 1996; Hopps et al., 2003]. Ces microdélétions se produisent dans des régions appelées AZFa,
AZFb et AZFc (plus récemment nommées AZFa, P5/Proximal-P1, P5/Distal-P1, P4/Distal-P1, b2/b4-AZFc),
contenant un certain nombre de genes [Hopps et al, 2003; Ferlin et al., 2007].Bien que dix délétions
récurrentes dans les régions AZF aient été décrites en détails [Ferlin et al, 2007], étonnamment peu de
choses sont connues sur la fonction des genes individuels et des unités de transcription situées dans ces

régions [Hopps et al., 2003; Foresta et al., 2005].

Des microdélétions du chromosome Y sont retrouvées chez environ 7% des hommes avec un trés faible
nombre de spermatozoides [Ferlin et al, 2007].Ces hommes présentent également souvent une incidence
plus élevée d'anomalies chromosomiques des spermatozoides [Foresta et al, 2005]. Un taux élevé de ces
anomaliesa également été constaté chez certains hommes de couples avec des ASR [Rubio et al, 1999;
Egozcue et al., 2000]. Une étude a rapporté que l'incidence des anomalies chromosomiques du sperme est
de 16,5% chez les partenaires masculins des femmes souffrant d’ASR, tandis que l'incidence est inférieure a
5% chez les témoins [Al-Hassan et al, 2005].Une étude pilote menée pour déterminer si les microdélétions

du chromosome Y sont associées a des ASR, a rapporté qu'une partie importante (82%) des partenaires
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masculins des femmes avec des ASR avaient des microdélétions chromosomiques Y, ce qui peut étre a

I'origine des FCS vécues par leurs partenaires [Dewan et al, 2006].

5.7.4 Les mutations génétiques et polymorphismes

Les mutations et les polymorphismes de plusieurs génes pourraient contribuer a I’ASR. Beaucoup de ces
variations de séquences sont localisées dans des génes impliqués dans des mécanismes immunologiques ou
au niveau de la voie de la coagulation sanguine, mais également des genes impliqués dans d'autres
fonctions ont été associés a I’ASR. Etant donné que le conceptus présente des produits génétiques
paternels et des antigénes, il est possible que le systeme immunitaire maternel le reconnaisse comme

étranger, ce qui entraine une réponse immunitaire [Dalton et al, 1998; Hill et Choi, 2000].

Ces derniéres années, plusieurs genes impliqués dans la réponse immunitaire ont été associés a
I’avortement. Le géne CTL-A est un régulateur de |'activation des cellules T et un polymorphisme A/G dans
I'exon 1 du gene aurait été associé a I’ASR dans la population chinoise. La fréquence du génotype GG chez
les patients souffrant d’ASR était significativement plus élevée par rapport aux témoins (48,8% contre
33,3%, p=0,011) [Wang et al, 2005].Des polymorphismes dans le complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) ont également été associés a des ASR. Un polymorphisme dans la région du promoteur HLA-G, les
alleles HLA-G * 0104 et * 0105N (Aldrich et al, 2001; Ober et al, 2003) et I'allele HLA-DRB1 * 1505 ont été

associés a l'immunopathogenése de I’ASR [Takakuwa et al, 2003].

De plus, un certain nombre de polymorphismes du géne des cytokines sont associés a une perte de
grossesse. Les cytokines sont des molécules immunorégulatrices essentielles qui jouent un role crucial dans
le développement précoce de I'embryon et de la placentation. Des associations ont été montrées entre les
polymorphismes des genes IL-6, IL-10 et IFN-y et I’ASR [Daher et al, 2003; Costeas et al, 2004; Prigoshin et
al, 2004; von Linsingen et al, 2005].

Le gene MTHFR joue un réle important dans le métabolisme de I'homocystéine et les mutations faux-
sens(missens).C677Tet  A1298Csont connues pour provoquer une hyperhomocystéinémie.
L'hyperhomocystéinémie est un facteur de risque de thrombophilie vasculaire et a également été associée

a I’ASR [Couto et al., 2005; Mtiraoui et al., 2006].

De plus, les polymorphismes du gene ITGB3, qui code pour un antigéne plaguettaire humain, peuvent
augmenter le risque de fausse couche en provoquant une thrombophilie. Il a été démontré que le
polymorphisme du PLA2 dans le gene ITGB3 augmente de 3,6 fois le risque de perte foetale [Ruzzi et al.,
2005].De plus, divers autres genes ont été associés a une perte de grossesse. Par exemple, des mutations
du géne SCO2, nécessaires a l'assemblage de la cytochrome c oxydase, ont été détectées dans un état
hétérozygote chez des foetus avortés et sont susceptibles de provoquer une fausse couche [Tay et al.,
2004].Un nouveau polymorphisme A/G dans l'intron 6 du géne eNOS, qui est actif pendant I'implantation, a
récemment été associé a I’ASR [Suryanarayana et al., 2006]. Un polymorphisme dans le géne VEGF, un
régulateur bien caractérisé de l'angiogenese, a également été récemment signalé comme un nouveau

facteur de susceptibilité a I’ASR. L'homozygotie de la variation VEGF —1154A était plus fréquente chez les
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femmes avec des ASR par rapport aux témoins et augmentait le risque d’ASR de 2,7 fois [Coulam et

Jeyendran, 2008].

5.7.5 Les anomalies de I’expression génique placentaire
La croissance et la différenciation des structures placentaires sont régulées par de nombreux genes et le
placenta est trés sensible aux perturbations génétiques, comme en témoigne la liste croissante de

mutations ciblées de souris dans des génes tels que Mash2 et Hand1 qui provoquent des

s placentaires et une létalité embryonnaire [Rossant et Cross, 2001].Les anomalies génétiques qui affectent
le développement du placenta peuvent entrainer une insuffisance placentaire, un retard de croissance
feetale et la mort embryonnaire, tant chez la souris que chez I'Homme [Rossant et Cross, 2001; Cross,
2006]. On suppose que la placentation normale et les fonctions placentaires normales sont médiées par
I'expression différentielle des genes dans le placenta. Il a également été suggéré que les génes exprimés
dans les villosités choriales agissent comme des régulateurs critiques de la placentation et donc du

développement humain précoce [Dizon-Townson et al., 2000; Baek, 2004].

Plus de 30 genes exprimés de maniere aberrante dans I'échec de la grossesse ont été identifiés. Les génes
montrant différents niveaux d'expression entre les témoins et les patients atteints d’ASR peuvent étre
principalement regroupés en tant que des génes liés a lI'immunité,a I'angiogenese et a I'apoptose [Baek et
al., 2002; Choi et al., 2003].Des niveaux d'expression plus élevés de génes liés a I'apoptose tels que la
caspase 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12, BAD, BAX, BID, Fas et FasL ont été révélés dans les villosités choriales des

patientes souffrant d’ASR par rapport aux témoins [Choi et al, 2003].

Les génes liés a lI'immunité avec I'expression génique aberrante dans les villosités choriales comprennent
PP14, MUC1 [Baek et al., 2002] et CD95 [Hoshimoto et al., 2002] et Annexin Il [Aarli et al., 1997]. Ces génes
peuvent étre impliqués dans des réactions immunologiques foeto-maternelles. La fibronectine, I'intégrine
et le VEGF sont des exemples de génes liés a |'angiogenése montrant une expression génique aberrante
dans le placenta des patientes souffrant d’ASR [Choi et al, 2003]. Ces genes sont impliqués dans la

formation de vaisseaux sanguins cruciaux pour le développement placentaire et embryonnaire.

5.8 LES MECANISMES EPIGENETIQUES
Le terme épigénétique fait référence aux processus qui régulent l'activité des genes sans affecter la
séquence d'ADN, ils sont héréditaires par division cellulaire. Les modifications épigénétiques de I'ADN telles
qgue la méthylation sont importantes pour la fonction du génome pendant le développement, et les
perturbations dans les processus épigénétiques hautement coordonnés contribuent aux échecs de
développement [Lucifero et al., 2004; Santos et Dean, 2004].Dans la plupart des espéces de mammiferes, y
compris les Humains, il existe au moins deux périodes de développement pendant lesquelles les schémas
de méthylation sont reprogrammeés a I'échelle du génome; le développement et la préimplantation des
cellules germinales. Aprés la déméthylation du génome dans les cellules germinales en développement,
une reméthylation qui réinitialise les marques spécifiques du parent d'origine se produit. La deuxieme

phase de reprogrammation de la méthylation a lieu au stade préimplantatoire.
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Le génome paternel est activement déméthylé en quelques heures de fécondation chez le zygote humain,
tandis que le génome maternel est déméthylé passivement par un mécanisme dépendant de la réplication
apres le stade d'embryon a deux cellules. Aprés |'étape de déméthylation, la méthylation de novo du
génome se produit dans I'embryon en développement. Cette reprogrammation est susceptible d'avoir un
role crucial dans I'établissement de la totipotence nucléaire requise pour un développement normal [Reik

et al., 2001; Reik et Dean, 2001; Haaf, 2006].

L'empreinte génomique est un mécanisme qui entraine une expression différentielle des genes maternels
et paternels. Une seule des copies héritées du géne est active dans un embryon selon I'origine parentale du
géne. La méthylation de I'ADN dans les cellules germinales est essentielle pour I'impression, car la plupart
des génes imprimés ont des régions différentiellement méthylées [Reik et Dean, 2001; Swales et Spears,

2005].

L'expression anormale de geénes imprimés pendant le développement est parfois causéepar une
représentation déséquilibrée des contributions génétiques maternelles et paternelles. Une disomie
uniparentale (DUP) est associée a un retard de développement ou a une perte de grossesse [Mutter,
1997].0n estime qu'il y a plusieurs centaines de genes imprimés dans le génome humain. Il a été avancé
qgue les génes imprimés jouent un role essentiel dans le contréle de |'apport placentaire de nutriments
maternels au foetus, en régulant la croissance du placenta et/ou l'activité du systémede transport
transplacentaire. Dans certains cas, les erreurs d'empreinte génomique sont mortelles pour I'embryon
tandis que dans d'autres, elles entrainent des troubles et des maladies du développement [Reik et Dean,

2001; Lucifero et al., 2004; Swales et Spears, 2005].
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LES DOMMAGES DE L’ADN ET ECHEC DE LA REPRODUCTION

1 INTRODUCTION

La médecine moderne et ledéveloppement industriel ont amélioré la qualité de vie dans les pays
développés et ont réduit l'incidence des maladies infectieuses. Cependant, ces changements ont également
exposé la population générale a une variété de substances toxiques, et les maladies liées au mode de vie
causées par une inflammation excessive et le stress oxydatif sont de plus en plus répandues. En plus, des
changements de style de vie, le mariage et l'accouchement a un age tardif ont augmenté l'incidence

mondiale des complications liées a la grossesse [Dietl, 2005; Iborra et al, 2005].

La grossesse est un état inflammatoire présentant une sensibilité accrue au stress oxydatif [Kontic-Vucinic
et al, 2008]. Les espéces réactives d'oxygene (ROS) et d'azote (NOS) associées a l'inflammation sont
connues pour causer des dommages de I'ADN. Ces derniéers peuvent affecter plusieurs processus
physiologiques au cours de la grossesse, depuis les premiers stades tels que la maturation des ovocytes et
la qualité du sperme jusqu'aux processus de gestation tardifs impliqués dans le développement placentaire
etfoetal. De plus, il a été démontré que la capacité de réparation de I'ADN est réduite chez les femmes
enceintes, ce qui les rend plus sensibles aux toxines environnementales et endogénes qui peuvent étre a

I’origine de diverses maladies [Skoner et al., 1995].

2 LE CYCLE CELULLAIRE

Le cycle cellulaire représente le processus fondamental par lequel une cellule mére donne naissance a
deux cellules filles identiques entre elles, et a lacellule mére dont elles dérivent. Il est constitué
essentiellement de deux temps, l'interphase au cours de laquelle les chromosomes sont répliqués, et la
mitose au cours de laquelle les chromosomes se répartissent entre les deux cellules filles [Malumbres et
Barbacid, 2001 ; meijer et al.,2003 ;meijer et al.,2000]. Le cycle cellulaire est classiquement divisé en
quatre phases: G1, S, G2, M (chaque phase ne pouvant commencer que lorsque la précédente s’est

déroulée correctement (Figurel5) [Pommier et Kohn 2003 ; Stewart et al.2003].
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Figure 15: Schéma du cycle cellulaire [Carassou et al, 2012]
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1)la phase G1 (Gap 1 ou intervalle 1) : suit la division de la cellule, la quantité d'ADN est de 2N. Au cours

de la phase G1, débutent les processus de transcription d’ARN et de synthése protéique.

2) la phase S (Synthesis ou synthése) : Correspond a la phase de synthése de I'ADN. Au cours de la
phaseS a lieu la réplication de ’ADN aboutissant a laformation d’un brin d’ADN complémentaire identique.

La quantité d'ADN double progressivement.

3) la phase G2 (Gap 2 ou intervalle2) : Correspond a la phase de préparation de la cellule a la division
cellulaire. Au cours de la phase G2 a lieu la synthése de protéines nécessaires a la mitose et a la viabilité
des deux futures cellules filles. La quantité d'ADN est de 4N. La synthése des ARN et des protéines débutée

en phase G1, se continue en phase S et G2.

4) la phase M (Mitosis ou mitose) : Entraine la répartition du matériel génétique entre les deux cellules

filles. Elleestdivisée en 5 phases : la prophase, la pro-métaphase, la métaphase, la télophase, et I'anaphase.

Une phase se trouve hors du cycle, c’est une phase de quiescence nommée GO, et qui représente un état

de repos des cellules qui ne se divisent pas (Meijer et al., 2000).

3  LES CAUSES DES DOMMAGES DE L'ADN

L'ADN est une molécule relativement fragile qui peut étre facilement endommagée in vivo par un certain
nombre d'éléments différents. Il est bien connu qu'il existe un certain niveau de dommages de I'ADN méme
chez les individus normaux en bonne santé en raisonde I|'exposition aux polluants/mutagénes
environnementaux ainsi qu'aux habitudes personnelles de l'individu. Chaque jour, le génome humain subit
environ un million de lésions, y compris les adduits, les modifications ou la fragmentation du squelette
sucre-phosphate de I'ADN [Skoner et al, 1995]. Sans réparation,les dommages de I'ADN peuvent
provoquerdesmutations telles que des substitutions de baseset destranslocations chromosomiques qui
perturbent I'expression normale des genes ou créent des protéines anormales qui sont préjudiciables a la

fonction ou a la viabilité cellulaire.

Les changements génétiques et épigénétiques qui causent des dommages de I'ADN sont déclenchés par
|'exposition a des substances endogénes ou exogénes. Les dommages endogenes sont ceux causés par des
agents dans la cellule elle-méme (les radicaux libres du métabolisme cellulaire normal). Les dommages
exogenes font référence aux dommages causés par des facteurs environnementaux.Les deux peuvent
entrainer des types similaires de dommages de I'ADN et de modifications cellulaires[Kulkarni et Wilson,
2008]. L'ADN peut étre endommagé directement a partir de sources exogenes telles que les rayonnements
ou indirectement par des agents exogénes ou endogénes provoquant |'oxydation, I'alkylation, I'hydrolyse,
la formation de produits d'addition volumineux et l'inadéquation des bases [Barzilai et Yamamoto, 2004].
Les facteurs exogénes et endogenes peuvent également dérégler les mécanismes épigénétiques, tels que la
méthylation de I'ADN et la modification des histones. Ce déreglement peut entrainer une réduction
silencieuse des genes métaboliques détoxifiants, des genes de réparation des dommages de I'ADN et une

altération de plusieurs points de contréle du cycle cellulaire [Sawan et al, 2008; Toyota et Suzuki, 2010].
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La plupart des ouvrages publiés sur la santé et la maladie se sont concentrés sur le stress oxydatif. Le
mauvais choix de mode de vie tels que le tabagisme, |'excés d'alcool et la consommation de fast-food
contribuent au stress oxydatif et aux maladies [Cogswell et al., 2003; Ji et al., 1997; Kim et al., 2005;
Raimondi et al., 2007].Le stress oxydatif survient lorsque la production de radicaux libres dépasse les
mécanismes de défense antioxydants naturels du corps. Les radicaux libres sont instables et hautement
réactifs. lls deviennent stables en acquérant des électrons a partir d'acides nucléiques, de lipides, de
protéines, de glucides ou de toute autre molécule proche provoquant une cascade de réactions en chaine

entrainant des dommages a I'ADN et/ou aux cellules.

Les deux principaux types d'espéces de radicaux libres ROS et NOS se forment de maniére continue en
raison de facteurs endogénes et exogenes, conduisant a des cassures simple et double brin [Burcham, 1999
; De Bont et van Larebeke, 2004]. Un exemple de ROS, le radical hydroxyle (OH), endommage I'ADN par
I'ajout de doubles liaisons et par abstraction d'un atome hydrogene (H) du groupe méthyle de la thymine et
de chaque liaison C-H du 2-désoxyribose [Cooke et al., 2003].De nombreux laboratoires ont maintenant
fourni des preuves accablantes que le stress oxydatif persistant et I'exces de peroxydation lipidique sont
induits par des processus inflammatoires chroniques entrainant |I'accumulation de dommages massifs a

I'ADN dans les organes affectés [Bartsch et Nair, 2006].

Les infections chroniques qui provoquent une réponse inflammatoire sont de puissants générateurs de
peroxydation lipidique, de ROS et de NOS. L'oxyde nitrique et le superoxyde sont produits simultanément
dans les macrophages et les neutrophiles. lls induisent des bouffées d'oxygene de radical superoxyde et de

peroxyde d'hydrogene qui peuvent ensuite former le puissant radical hydroxyle [Jackson et Loeb, 2001].

Les processusinflammatoires chroniques facilitent, par la dérégulation del'homéostasie cellulaire, divers
types de dommages de I'ADN, entrainant par conséquent une altération des voies de réparation de I'ADN,
une surproduction de cytokines pro-inflammatoires et une réduction des taux d'apoptose des

cellulesendommagées [Bartsch et Nair, 2006].

Les dommages de I'ADN endogéneseproduisent généralement a une fréquence plus élevée que les
dommages exogenes; cependant, dans les sociétés développées, les études épidémiologique montre que,
les facteurs exogenes résultant d'expositions accidentelles ou involontaires contribuent a 75 a 80% des cas
de cancer [Doll et Peto, 1981]. Aucune étude similaire n'a été réalisée en ce qui concerne la grossesse, les
recherches ont montré sur des modéles animaux et des humains qu'au fur et a mesure que nous

vieillissons, les taux de dommages de I'ADN augmentent [Heuser et al., 2008; Reddy Thavanati et al., 2008].

4 DOMMAGES DE L'ADN DANS LES CELLULES REPRODUCTRICES
Différents types de lésions d'ADN peuvent étre observés dans toutes les cellules vivantes et les gametes ne
font pasl’exception. Pour les gamétes males, la présence de dommages de I'ADN dans les spermatozoides

de I'éjaculat provient de trois mécanismes principaux :
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(i) La condensation défectueuse de la chromatine pendant la spermatogenése, qui est liée a une

protamination inappropriée et a un emballage de chromatine insuffisant [Marcon et al, 2004];

(ii) I'incidence du processus d’avortement apoptotique, comme dans le cas des spermatozoides
matures ; I'apoptose ne peut pas étre achevée en raison de la présence du noyau et des

mitochondries dans les différents compartiments [Sakkas et al, 2002]; et

(iii) I'incidence du stress oxydatif, résultat du déséquilibre entre la production d'espéces réactives
de I'oxygene et la capacité antioxydante du systéeme de reproduction pour compenser les effets

néfastes [Agarwal et al, 2003].

Ces mécanismes peuvent étre influencés par divers parametres tels que I'age ou la période d'abstinence,
mais peuvent également étre déclenchés par d'autres situations telles que I'exposition a des facteurs
environnementaux stressants (produits chimiques ou radiations) ou associés a des conditions
pathologiques (infections a micro-organismes, cancer, varicocéle ou hautes températures). Il est désormais

bien établi que :

» La proportion des spermatozoides contenant de I'ADN endommagé est plus élevée chez les males

infertiles que chez les témoins fertiles [Castilla et al, 2010] ;

» Les males avec une qualité de sperme réduite sont plus susceptibles de présenter un pourcentage
plus élevé de spermatozoides contenant des molécules d'ADN endommagées que les males avec

des parametres de sperme normaux [Gosalvez et al, 2013];

» Et que la fécondation médiée par un spermatozoide dont I'ADN est endommagé peut par
conséquent avoir un effet négatif sur la qualité et le développement de I'embryon, la formation de

blastocystes et le taux de grossesse [Simon et al, 2017].

La sensibilité de I'ovocyte aux dommages de I'ADN est moins documentée par rapport au spermatozoide,

a difficu

elle peut-étre dle en partie a té d'obtenir des ovocytes a des fins de recherche. Cependant, il est
accepté qu'il existe des périodes spécifiques ou I'ovocyte est plus sensible aux agents externes et par
conséquent, il est exposé a un risque plus élevé de dommages d'ADN. Il est particulierement sensible aux
dommages de I'ADN en périodes de division. Cela se produit au stade foetal avant son arrét de maturation
en prophase | et a maturité lorsqu'il reprend la méiose au stade pré-ovulatoire du cycle menstruel [Zenzes

et al, 2000].

Par ailleurs, les deux types de gametes sont également sensibles aux dommages de I'ADN iatrogenes en
raison de leur manipulation dans les processus thérapeutiques au cours de la procréation médicalement
assistée. Les deux gametes produisent des niveaux élevés d'especes réactives de |'oxygene lorsqu'ils sont
exposés aux lumieres et aux fumées des incubateurs, tandis que les spermatozoides sont fortement
stressés lorsqu'ils sont centrifugés [Agarwal et al, 2006]. Cette situation est particulierement
problématique, car lors des procédures de la procréation médicalement assistée, le plasma séminal et les

liquides folliculaires sont récupérés, privant ainsi les cellules reproductrices d'une partie de la protection
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biologique naturelle grace aux systémes présents dans ces biofluides tels que les systémes neutralisant les

especes réactives de I'oxygene (ROS) [Agarwal et al, 2006].

5 REPARATION DE L'ADN

Des centaines de genes sont impliqués dans la réparation de I'ADN et il existe de grandes variations parmi
les individus en ce qui concerne les polymorphismes courants qui ont un impact sur l'activité des protéines.
Les nombreux types de lésions d'ADN qui résultent de facteurs endogénes et exogenes sont rapidement
détectés, suite a une activation ultérieure d'un réseau complexe de voies designalisation connues sous le

nom de réponse aux dommages de I'ADN [Barzilai et Yamamoto, 2004].

L'ovocyte humain est relativement compétent pour réparer les dommages de I'ADN [Menezo et al, 2010];
cependant, le spermatozoide mature ne I'est pas et la majorité des dommages de I'ADN embryonnaire
proviendraient du gameéte male [Barratt et al, 2010]. Malheureusement, on sait peu de choses sur la qualité
de I'ADN dans les ovocytes humains, probablement en raison du manque de matériel disponible pour

|'étude.

Au cours de la spermatogenese, le sperme en cours de maturation perd progressivement sa capacité a
réparer d'éventuels dommages de I'ADN [Olsen et al, 2005]. Dans I'embryon a une cellule, la réplication
précise du génome est d'une importance fondamentale [Menezo et al, 2010]. Il existe trois options pour

une cellule somatique ou embryonnaire qui subit des dommages de I'ADN :

% La premiére option est de tolérer la Iésion, ce qui peut entrainer des mutations dans les cellules
embryonnaires et somatiques, des anomalies de développement ultérieur et une cancérogenése
dans la prochaine génération [Menezo et al, 2010].

% La deuxiéme option consiste a réparer la Iésion. De toute évidence, les variations de la capacité de
réparation affectent le degré de dommages de I'ADN et la sensibilité aux maladies [Jaiswal et al,
2000].

% La troisiétme consiste a activer les voies apoptotiques. La survie cellulaire sera le résultat de

I'équilibre entre les facteurs pro et anti-apoptotiques présents dans I'ovocyte.

Dans I'embryon, plusieurs centaines de milliers de processus de réparation de I'ADN sont entrepris en
utilisant de multiples mécanismes de réparation des deux génomes maternel et paternel [Menezo et al,
2010]. Dans l'ovocyte et I'embryon a son début de développement, l'inversion directe des dommages (DDR)
est utilisée pour réparer les produits d'addition formés par des agents de méthylation tels que les
nitrosamines de tabac et les médicaments alkylants [Drablos et al, 2004] et les anomalies dans la
méthylation des bases.Les ovocytes ont une activité élevée de méthylation et lI'impression est le principal

résultat de la méthylation, qui est un processus d'une importance extréme [Menezo et al, 2007].

La réparation simple brin (RSB) est utilisée lorsqu'un seul brin a été endommagé; cela doit étre effectué
rapidement afin d'éviter la création de ruptures double brin (RDB) lors de la réplication. Une fois le

dommage est détecté, il est réparé par une incision puis une excision. Le brin complémentaire est utilisé
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comme modele pour accomplir la réparation. La lésion d'ADN la plus dangereuse est la RDB car elle induit
une instabilité chromosomique et des échecs de réarrangements. Une seule RDB peut provoquer
|'apoptose, inactiver directement des génes clés ou conduire a de graves aberrations chromosomiques. Les
RDB sont réparées par deux mécanismes, I'un basé sur la recombinaison homologue entre les molécules
d'ADN sceurs, et l'autre sur la jonction rapide d'extrémité non homologue, sujette aux erreurs[Barzilai et

Yamamoto, 2004].

Le dommage oxydatif de I’ADN est pricipalement réparé par les enzymes de reparation d’excision de base
(BER) (Jaruga and Dizdaroglu, 1996). Aprés l'identification des dommages, les endonucléases initient la
réparation, en association avec XRCC1, une protéine de réparation de I'ADN avec comme principale
fonction la ligation aprés I'action de la polymérase. Ces composants sont tous hyper-régulés dans I'ovocyte
[Menezo et al., 2010]. Il a également été montré que |'oxyde d'azote, un médiateur de I'inflammation,
inhibe directement diverses enzymes de réparation de I'ADN dont celles responsables du BER. La voie de
réparation par excision de nucléotides répare les volumineuses zones de dommages qui déforment la

forme de I'hélice.

La réparation des mésappariements corrige les erreurs de réplication de I'ADN [Menezo et al., 2010]. Au
cours d'une grossesse normale, lorsque le stress oxydatif est accru, les mécanismes antioxydants sont
capables de le contrer par l'induction de |'activitéenzymatique, ainsi que par des protecteurs de radicaux
libres non enzymatiques. Cependant, la grossesse est un état olu cette adaptation et cet équilibre sont

facilement perturbés [Casanueva et Viteri, 2003].

6 LES DOMMAGES DE L'ADN ET GROSSESSE

6.1 CORRELATION ENTRE LES PARENTS ET LEUR DESCENDANCE

Une multitude d'études ont montré une corrélation significative entre la fréquence des dommages d'ADN
chez les méres et leurs nouveau-nés en utilisant toutes les techniques courantes[Bocskay et al., 2005; Chen
et al., 2010; Grujicic et al., 2008, 2007; Levario-Carrillo et al., 2005; Lope et al., 2010; Milosevic-Ethordevic
et al., 2003; Pedersen et al., 2009; Tian et al., 2000].Lope et al. (2010) ont inclus les péres dans leurs
enquétes et ont constaté que les dommages d'ADN (fréquence des MN dans les lymphocytes) étaient

significativement corrélés entre les péres et les méres, et entre les parents et les nouveau-nés.

A la fin des années 1970 et au début des années 1980, la fréquence des MN dans les lymphocytes a été
utilisée pour déterminer les effets toxicologiques de divers composés et les effets transplacentaires
pendant la grossesse dans le modéle animal [Tian et al, 2000].Des études ultérieures chez I'Homme ont
montré que les médicaments prescrits au cours de la grossesse pour fournir un effet thérapeutique tel que
la progestérone et lesbétamimétiques, augmentent la fréquence de MN dans le sang du cordon ombilical
[Gruijicic et al., 2008, 2007; Milosevic-Ethordevic et al., 2003]. Plus récemment, de nombreuses études ont
indiqué que I'exposition prénatale aux polluants environnementaux est associée a des dommages d'ADN
dans le sang du cordon. De plus, I'exposition a la pollution atmosphérique liée a la circulation a été associée

a de nombreux effets néfastes surla santé. L'évaluation des femmes enceintes qui vivent dans des zones
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polluées a clairement démontré une augmentation de la fréquence des MN dans les lymphocytes des
meres et des nouveau-nés par rapport a celles et a ceux vivants dans des environnements non pollués

[Bocskay et al, 2005; Chen et al, 2010; Pedersen et al, 2009].

En outre, une publication serbe a démontré qu'aprés des attaques aériennes en 1999 ; provoquant une
pollution environnementale considérable ; une augmentation significative de la fréquence des MNx dans le
sang du cordon des nouveau-nés un an apres I'événement. L'augmentation de la fréquence des MNx a été
mesurée pendant 7 ans aprés I'attaque aérienne et avait considérablement diminué en 2006, confirmant la
relation entre les dommages de I'ADN et le niveau dela pollution environnementale [Milosevic-Djordjevic et

al., 2007].

6.2 L'INFERTILITE ET PERTE DE GROSSESSE PRECOCE

Environ un couple sur six souffre d'infertilité [Hull et al, 1985]. On pense que 40% des cas d'infertilité sont
dus a des facteurs masculins, a savoir les spermatozoides anormaux, un faible nombre de spermatozoides,
une motilité réduite et une morphologie anormale. Tandis que 40% des cas sont dus a des facteurs
féminins; la cause des 20% restants est inconnue [Anderson et al, 2010]. Les anomalies chromosomiques
sont les principaux causes génétiques de l'infertilité et des avortements a répétition [Bobadilla-Morales et
al, 2009; Nazmy, 2008]. La sélection naturelle empéche la transmission de I'ADN endommagé causant
I'infertilité, mais ce mécanisme de protection peut étre surmonté par des techniques de procréation

médicalement assistée [Ferlin et al, 2006].

Les femmes qui ne parviennent pas a tomber enceinte aprés une fécondation in vitro ont des dommages
d'ADN plus élevés dans le liquide folliculaire que celles qui réussissent une grossesse [Al-Saleh et al,
2010].De plus, les dommages de I'ADN des spermatozoides ont été positivement corrélés a des taux
defécondation plus faibles en fécondation in vitro (FIV), a un mauvais tauxd'implantation, a une incidence
élevée de fausses couches et a des maladies chez la descendance, y compris le cancer [Aitken et al, 2004;
Lewis et al, 2008]. Dans le sperme des hommes infertiles on trouve, des anomalies destructure de
chromatine, des microdélétions des chromosomes, une aneuploidie et des ruptures de brins de I'ADN

[Aitken et De luliis, 2007; Barroso et al, 2000].

Les dommages oxydatifs ont longtemps été impliqués comme le principal facteur étiologique des
dommages de I'ADN des spermatozoides. Contrairement aux cellules somatiques, le sperme est tres
vulnérable aux ROS en raison de leurs antioxydants et enzymes protecteurs limités [Simon et al, 2010]. Les
ROS provoquent des ruptures de brins d'ADN du sperme et provoquent une perte de bases ou des
modifications de bases telles que le 8-oxy-G. On a accordé moins d'attention au stress oxydatif et a
I'infertilité féminine, mais la capacité defécondation des ovocytes s'est révélée étre corrélée négativement

a une augmentation des dommages de I'ADN des cellules du cumulus [Raman et al, 2001].

Une étude sur des patientes référées pour une analyse chromosomique ayant eu au moins deux fausses
couches spontanées ou ayant échoué a obtenir une grossesse pendant plus de 2 ans; chez qui toutes les

causes connues de FCS ont été exclues; a démontré une augmentation des dommages de I'ADN (MN
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fréquence) chez les couples souffrant d'infertilité ou de FCS par rapport aux couples fertiles sans
antécédents de fausse couche et qui ont un enfant de moins de 2 ans [Trkova et al., 2000]. Govindaiah et al
(2009)ont démontré également que l'augmentation de la fréquence des MNXx est associée a des fausses

couches récurrentes.

6.3 LES DOMMAGES DE L'ADN ET COMPLICATIONS TARDIVE DE LA GROSSESSE
Des dommages de I'ADN ont été associés a des issues défavorables dela grossesse, y compris la
prééclampsie (PE) et le retard de croissance intra-utérin (RCIU) [Furness et al., 2010; Potdar et al., 2009;
Takagi et al., 2004]. On estime que la PE affecte jusqu'a 10% de toutes les grossesses, étant la principale
cause de déces maternel dans les pays développés et un facteur majeur lié a la morbidité maternelle et
périnatale [Chambers et al, 2001].En Australie, environ 6,5% des nouveau-nés naissent avec un retard de
croissance [AIHW, National Perinatal Statistics Unit, 2004], mais l'incidence varie en fonction de la
population examinée et des courbes de croissance standard utilisées comme référence. Le RCIU est la

deuxiéme cause de morbidité et de mortalité périnatale [Bernstein et al, 2000].

L'augmentation du stress oxydatif au niveau du placenta des parturientes atteintes de PE et de RCIU est
bien documentée et de nombreuses études soutiennent I'idée qu'un apport sanguin inadéquat au placenta
module le métabolisme maternel, I'inflammation et le stress oxydatif conduisant a des issues défavorables
de grossesse [Jauniaux et al., 2006; Mandang et al., 2007; Siddiqui et al., 2010; Takagi et al., 2004].Le stress
oxydatif a également été considéré comme le principal moteur de I'apoptose placentaire provoquant la
libération de débris placentaires dans la circulation maternelle, le processus pathogene clé dans la
progression de la PE (Bainbridge et al, 2006). Ces changements dans les marqueurs circulants des ROS
précedent le développement des symptomes cliniques de cette pathologie [Jauniaux et al, 2006]. Il existe
une abondance de la littérature concernant le lien entre la PE et les ROS ainsi que les issues de grossesse
défavorables, mais la mesure des ROS in vivo est un peu controversée. La sensibilité et la spécificité de

divers marqueurs de stress oxydatif ne sont pas connues.

La mesure des biomarqueurs de ROS est sujette a des variations inter-laboratoires et a des différences
inter-observateurs. Une méthode plus robuste et plus fiable telle que le test des micronoyaux est
nécessaire pour déterminer la relation entre les dommages de I'ADN et les issues de grossesse
indésirables a savoir les fausses couches. Seule une étude a utilisé cette technique validée, indiquant que la
fréquence des micronoyaux est augmentée chez les femmes enceintes de 20 semaine d’aménorrhée (SA)

avant tout symptéme clinique, développant ensuite une PE et un RCIU [Furness et al, 2010].

7 MESURE DES DOMMAGES DE L'ADN

La surveillance des dommages de I'ADN est le plus souvent utilisée pour évaluer |'exposition de la
population aux polluants environnementaux (mutagenes). La mesure de ces dommages est importante
pendant la grossesse, car le foetus est exposé a une variété d'agents environnementaux et de médicaments
qui traversent le placenta. Les dommages de I'ADN ont été bien étudiés et plusieurs classes ont été

identifiées telles que la perte de chromosomes, les cassures d'ADN simple et double brin, la fragmentation
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d'ADN et l'oxydation de base. C'est ledomaine de la toxicologie génétique ou génotoxicologie quiest
unediscipline qui vise a détecter des facteurs chimiques ou physiques interagissant (directement ou non)
avec I’ADN des cellules somatiques etou germinales, et qui en |'absence de réparation fidéle, sont
susceptibles de provoquer des mutations géniques et/ou chromosomiques. Ces mutations géniques et
chromosomiques sont susceptibles d’initier un processus cancérogéene lorsqu’elles ont lieu sur des cellules
somatiques. En cas d’atteinte des cellules germinales, I'effet génotoxique risque d’entrainer une
toxicité vis-a-vis de la reproduction (reprotoxicité) et/ou un risque théorique de transmission des

mutations ala descendance [Thybaud et al, 2007 ; Meek et al, 2003].

Les objectifs des différents tests de génotoxicité sont d’une part d’identifier les agents génotoxiques,
mais également de déterminer leurs modes d’action moléculaires et cellulaires (bio-activation, nature
des interactions avec I’ADN, modifications de bases, cassures de brins, pontages, intercalations,
substitutions, addition ou délétion de paires de bases, cassures chromatidiennes ou chromosomiques,
ou pertes de chromosomes entiers,. . .) [Dearfield et al, 2005]. Différents tests de génotoxicité ont été
développés pour évaluer le risque de survenue des trois types de dommages génétiques
responsables de pathologies humaines : les mutations géniques (modifications d’une ou de quelques
paires de base dans un seul géne), les mutations chromosomiques de structure (translocations et
inversions consécutives a des cassures double-brins directes ou indirectes) et les mutations aneugénes

(qui induisent une perte de chromosomes entier) [Dearfield et al, 2002].

Les lésions primaires de 'ADN peuvent étre évaluées par le test des cometes ou par la détection de
différents types d’adduits ; les mutations géniquespar le test d’Ames ou le « Mouse lymphoma assay »,
les lésions chromosomiques clastogenes et aneugenes par le test de micronoyaux ou le test des
aberrations chromosomiques [Morita et al, 2009]. Ce dernier permet de mettre en évidence la
présenced’anomalieschromosomiquesdenombre ou de structure, consécutives a I’action d’agents
génotoxiques.Les micronoyaux se définissent comme des entités nucléaires indépendantes du noyau
principal et présententdanslecytoplasmedes cellules en interphase. lls sontconstitués de fragmentsde
chromosomes (effet clastogéne) ou de chromosomes entiers (effet aneugene) perdus par le noyau

cellulaire au cours de la mitose [Kirsch-Volders et al, 2011 ; Samanta et al, 2004].

7.1 Caryotype

Historiguement le caryotype est le premier examen permettant une analyse du génome qui a permis
d’identifier des anomalies chromosomiques. |l permet d’identifier plusieurs types d’anomalies
chromosomiques. Afin de mieux les appréhender, il faut rappeler que depuis les travaux de Tjio et Levan en
1956, il a été démontré que I'espece humaine comporte 46 chromosomes (Figure 16) : 22 paires
d’autosomes, soit 44 autosomes et une paire de gonosomes (chromosomes sexuels), soit deux gonosomes.
Les femmes ont deux chromosomes X et les hommes ont un chromosome X et un chromosome Y [Harper
et al, 2006]. En 1959, dans le service du professeur Turpin, Gauthier et Lejeune ont identifié la premiére

anomalie chromosomique chez des patients présentant un phénotype du syndrome de Down. Ces patients
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n‘avaient pas 46 chromosomes mais 47 chromosomes. Le chromosome supplémentaire est un

chromosome 21 portant donc a trois le nombre de chromosomes 21, d’ou le terme de trisomie 21.
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Caryotypes d'un individu de I'espéce humaine de sexe féminin (a gauche) et de sexe masculin (a3 droite)

Figure 16: Caryotype d'un individu de I'espéce humaine de sexe féminin (a gauche) et du sexe masculin (a droite)

La réalisation d’un caryotype est basée sur la culture cellulaire avec un blocage du cycle cellulaire au stade
métaphase de la mitose. Durant cette phase les chromosomessont condensés permettant une analyse de
leur nombre et de leur structure. Le tissu le plus souvent utilisé pour faire un caryotype est le sang
(lymphocytes), mais d’autres tissus comme la peau(fibroblastes), la moelle (étude des hémopathies) ou
encore d’autres types cellulaires comme les cellules trophoblastiques ou les amniocytes (en cas de
caryotype foetal) peuvent étre utilisés.Laculture cellulaire commence par le prélevement stérile d’un tissu
dont les cellules pourront se diviser. Ces cellules isolées seront cultivées dans un milieu favorable a leur
division, enrichies en substances stimulatrices comme la phytohémagglutinine, substance permettant un

pic de mitoses aprées 72 heures de culture.

Pour obtenir un maximum de cellules en métaphase, la colchicine sera ajoutée pour bloquer le fuseau
mitotique en métaphase. Une solution hypotonique est ensuite utilisée pour détruire la membrane
cellulaire et extraire les chromosomes. Les chromosomes ainsi obtenus seront fixés par une solution
d’éthanol et d’acide acétique pour leur permettre de garder leur aspect condensé. Un culot
chromosomique sera ainsi obtenu contenant les chromosomes de nombreuses cellules humaines. Une
goutte de ce culot pourra étre étalée sur une lame. Pour pouvoir différencier les 46 chromosomes apres
leur étalement sur lame, des techniques de dénaturation sont nécessaires. Ces techniques qu’on appelle
aussi« techniques de banding chromosomique », consistent a dénaturer (détruire) la charpente protéique
des chromosomes. Deux types de techniques de dénaturation sont le plus souvent utilisées : la
dénaturation en bandes R obtenues par la dénaturation thermique et la technique en bandes G obtenues
aprés une dénaturation enzymatique par la trypsine. La dénaturation chromosomique est suivie par une
ultime étape de coloration par le Giemsa. Cette coloration permet de révéler une alternance de bandes

claires et de bandes sombres témoignant de la dénaturation différentielle qu’a subit le chromosome.

Le caryotype permet d’identifier différents types d’anomalies, la principale limite du caryotype est son

niveau de résolution qui ne dépasse pas 5 a 10 millions de paires de bases (Mb). Ainsi, les années 1990 ont
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été marquées par l'apparition de la cytogénétique moléculaire qui combine des techniques de génétique
chromosomique et de génétique moléculaire et permet d’identifier des anomalies chromosomiques de plus

petite taille.

Le caryotype présente une tres bonne sensibilité en ce qui concerne le dépistage des trisomies
autosomiques (13, 18 et 21) et des aneuploidies affectant les chromosomes sexuels, lesquelles
représentent la plupart des assortiments chromosomiques foetaux anormaux [Rickman et al., 2006]. De
plus, le caryotype complet présente l'avantage de permettre le dépistage d’autres aberrations
chromosomiques, tant numériques que structurales (délétions, translocations, inversions et insertions),

selon une résolution d’environ 10 millions de paires de bases (10 Mb) d’ADN.

Le caryotype présente néanmoins un certain nombre de limites [Schaeffer et al., 2004], en raison du temps
requis pour la collecte et la mise en culture des cellules, ainsi que du processus d’analyse exigeant une
main-d’ceuvre avec I'exécution d’un caryotype complet qui nécessite environ de 7 a 14 jours.Des efforts
considérables ont donc été déployés pour élaborer de solides techniques de biologie moléculaire qui ne
nécessitent pas une mise en culture avant I'analyse et se prétent a I'automatisation, permettant ainsi

I’obtention de résultats plus rapidement et a moindre co(t.

7.2 TEST DES MICRONOYAUX (MNX)
Le test des micronoyaux (theCytokinesis-block micronucleus cytome (CBMN Cyt)) est I'une desméthodes les
plus utilisées pour évaluer les dommages et la réparation de I'ADN. Des études ont montré que le test des
Micronoyaux est une méthode robuste, sensible et reproductible de mesure des dommages de I'ADN dans
les lymphocytes du sang périphérique et du cordon ombilical[Furness et al., 2010; Govindaiah et al., 2009;

Mateuca et al., 2006; Trkova et al., 2000).

Les micronoyaux (MN), également connus sous le nom de corps de Howell-Jolly, ont été identifiés pour la
premiere fois a la fin du XIXe siecle dans des précurseurs de globules rouges par William Howell, un
américain, et Justin Jolly, un francais [Sears et Udden, 2011]. A cette époque, les corps de Howell-Jolly
étaient décrits comme des restes de noyaux de globules rouges circulant dans des organes présentant des
caractéristiques pathologiques [Sears et Udden, 2011]. L'importance des MNx a été évaluée au milieu du
XXéme sigcle. Dawson et Bury, (1961) ont trouvé des MNx dans les globules rouges de la moelle osseuse au

cours des différents états pathologiques [Dawson et Bury, 1961].

Les auteurs ont également mentionné que la formation des corps de Howell-Jolly était associée a une
carence en acide folique et en vitamine B. Peu de temps aprés, le MN a été décrit dans d'autres cellules,
principalement les lymphocytes. L'irradiation des lymphocytes in vitro a provoqué une relation linéaire
entre la dosedélivrée et I'inductionde micronoyaux. Dans la méme étude, la technique du test micronoyau
a été proposée comme méthode fiable pour mesurer les dommages chromosomiques causés par des

agents cytotoxiques in vivo [Fenech et Morley, 1985].
7.2.1 Formation des micronoyaux
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Les micronoyaux sont de minuscules corps extra-nucléairesprovenant de fragments
dechromatides/chromosomes acentriques ou de chromatides/chromosomes entiers qui sont en retard a
I'anaphase des cellules en division et ne sont pas inclus dans le noyau principal pendant la télophase. Au
lieu de cela, ils sont enveloppés par la membrane nucléaire et ressemblent a la structure du noyau de la
cellulefille, bien qu'ils soient de plus petite taille [Sedelnikova et al., 2007; Fenech et al.,, 2011]. Les
micronoyaux sont formés de chromatides ou de chromosomes entiersen raison d’un défaut dans la
ségrégation des chromosomes pendant I'anaphase généralement causé par une défaillance du fuseau
mitotique, des dommages aux kinétochores, une hypométhylation de I'ADN centromérique et des défauts

dans le systeme de contréle du cycle cellulaire [Mateuca et al, 2006] (Figure 17).

Agent Micronoyau
otoxique Effet
Aneugene
. W)

Effet
Clastogéne

Mlc;onoyau
-

Figure 17: Principe du test des Micronoyaux sur les cellules somatiques [Mateuca et al, 2006]

7.2.2 Sort des cellules a micronoyaux

L'analyse du sort des MNx dans les cellules, a regagné beaucoup d'intérét. Une étude a suggéré que le MN
formé apres la mitose était maintenu de maniere stable dans les cellules pendant un cycle cellulaire
maximum. De plus, la division mitotique des cellules avec des MN a conduit a la formation de cellules filles
avec ou sans MN [Utani et al, 2010]. La capacité de I'ADN des MN a se répliquer reste obscure, mais
certaines suggestions ont été faites selon lesquelles la réplication de MN dépend de sa nature, et si cela se
produit, elle se produit généralement en méme temps que la réplication du noyau principal [Obe et al.,
1975]. Les événements de transcription du MN dépendent principalement de sa structure, le MN contenant
des chromosomes entiers a montré une transcription active [Labidi et al, 1987]. La formation de
micronoyaux chez 'Homme est associée a diverses conditions médicales ; le MN dans les spermatides peut
conduire a l'infertilité, tandis qu'un nombre élevé de MN dans les lymphocytes est associé a des

complications de grossesse et a des fausses couches [Fenech, 2011].

7.2.3 Fréquence de formation des micronoyaux

Différentes variantes peuvent moduler I'effet des agents génotoxiques sur la fréquence des MNx. Ce sont
principalement les facteurs de I'hote (age, sexe), le mode de vie (tabagisme, alcool, occupation, apport en
folates et vitamines) et la sensibilité aux maladies (cancer) [larmarcovai et al., 2008]. Bolognesi et al, (1997)
ont décrit une augmentation liée a I'dge des dommages des chromosomes et de formation de MNx dans
les lymphocytes. La fréquence de base des MNx chez les nouveau-nés et les enfants est relativement faible,
mais une plus grande sensibilité aux dommages de I'ADN chez les enfants peut rapidement augmenter la

formation des MN en raison de |'exposition environnementale aux agents génotoxiques [Holland et al.,
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2011]. Les facteurs liés au sexe ont été étudiés parallelement au vieillissement, une fréquence plus élevée

des MN a été signalée chez les femmes [Barale et al., 1998].

7.2.4 Micronoyaux et complications de la grossesse

Il existe de nombreux mécanismes génétiques possibles qui peuvent conduire a l'infertilité et a un
ensemble de complications, telles que la perte de grossesse (avortement précoce, avortement tardif, MFIU,
déces périnatal), le retard de croissance intra-utérin (RCIU), le développement foetal anormal et la pré-
éclampsie. Ces effets peuvent également étre dus a une placentation défectueuse. Pour toutes ces
conditions, il est plausible que I'augmentation des dommages de I'ADN puisse diminuer la viabilité de
I'embryon et du placenta qui soutient I'embryon. Une augmentation de la fréquence des MNx dans les
lymphocytes mesurée a I'aide du test des micronoyaux (CBMN) est associée a un risque accru de ces

complications.

Trkova et al, (2000) ont testé I'hypothése selon laquelle les couples infertiles ont une fréquence plus
élevéede dommages chromosomiques dans leurs lymphocytes en mesurant les MNx dans les lymphocytes
des couples présentant une infertilité idiopathique ainsi que des couples ayant deux ou plusieurs
avortements spontanés et les ont comparé a des couples fertiles ayant une grossesse normale. Ils ont
trouvé une fréquence significativement plus élevée des MNx chez les couples infertiles et ceux avec des
avortements spontanés par rapport aux témoins a la fois, lorsque les données de chaque membre du
couple ont été analysées séparément et lorsque la fréquence des MNx du couple a été combinée. La cause
de I'échec de la reproduction dans ces cas est inconnue; cependant, I'un ou l'autre partenaire peut

contribuer a des anomalies génétiques qui peuvent provoquer l'infertilité ou un avortement spontané.

Les micronoyaux dans les lymphocytes ont également montré une corrélation positive avec I'homocystéine
plasmatique et |'allele MTHFR 677T, impliquant le réle de la carence en folateeten vitamine B12 comme un
facteur causal. Les sujets avec des avortements spontanés a répétition (ASR) ont montré une fréquence de
MN significativement plus élevée que les témoins respectifs, indiquant que les dommages de I'ADN dans les
deux sexes sont des facteurs de risque pour lesASR[Trkova et al., 2000]. Deux études antérieures avaient
montré que les dommages chromosomiques, tels qu'évalués par la fréquence des MNx, étaient augmentés
chez les couples infertiles et chez ceux qui avaient connu des fausses couches récurrentes par rapport aux

couples fertiles [Trkova et al, 2000; Govindaiah et al., 2008].

7.3  TEST DES ECHANGES ENTRE LES CHROMATIDES SCEURS
Les échanges entre les chromatides sceurs (ECS) sont des échanges réciproques de produits de réplication
de I'ADN sur des sites homologues entre deux bras de chromatides au sein d'un méme chromosome dans
des cellules en division [Decordier et Kirsch, 2006]. Ces échanges se produisent spontanément dans toutes
les cellules a un faible degré, et le taux de leur formation augmente lorsque I'ADN est endommagé et/ou
mal réparé. Le test des ECS est utilisé pour établir les effets génotoxiques des agents physiques et
chimiques. Les ECS ont pu étre détectés apres l'incorporation de la bromodésoxyuridine (BrdU) dans I'ADN

chromosomique pendant deux cycles cellulaires.
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L’ECS est reconnu des le moment ou Taylor (1957) a découvert un échange inattendu d'ADN marqué entre
les chromatides soeurs. Les mutations survenant soit de maniére héréditaire, soit en raison des facteurs
environnementaux comme les rayonnements a haute énergie, certains produits chimiques et virus,
provoquant des perturbations dans les schémas morphologiques normaux de la mitose. Les différents
agents génotoxiques sont capables de provoquer des coupures dans les brins d'ADN, et la coupure dans un
seul brin d'ADN libere I'extrémité coupée, qui envahit ensuite I'hélice complémentaire exposée pour créer
une courte région d'appariement. Cela déclenche un événement général de recombinaison et une

dénaturation de I'ADN.

Les agents de coupure d'ADN induisent des échanges réparateurs entre les chromatides sceurs pendant le
cycle cellulaire. Par conséquent, cela provoque un échange ou un croisement de matériel génétique entre
les deux chromatides d'un chromosome pendant la mitose. Ainsi, I'ECS est un mécanisme pour sauvegarder
et réparer I'ADN endommagé [Jeyapradha et al, 2011]. Normalement, cing a huit ECS par cellule sont
présents, mais cela augmente considérablement chez les patients atteints d’anomalies héréditaires comme
le syndrome de Bloom, Xeroderma pigmentosum, I'anémie de Fanconi ainsi que les tumeurs malignes et les

tumeurs précancéreuses [Jeyapradha et al., 2011].

7.4 TEST TERMINAL DE MARQUAGE DE DUTP-NICK END
Induit par la désoxynucléotidyl transférase ou «TUNEL» est une méthode directe pour I'évaluation de la
fragmentation de I'ADN, en quantifiant le dUTP incorporé a des cassures d'ADN double brin catalysées par
la désoxynucléotidyl transférase terminale. Ce test est fréquemment utilisé pour évaluer les dommages de
I'ADN dans le sperme. Les dommages de I'ADN du sperme mesurés a |'aide du test TUNEL ont été associés a

I'infertilité et a la perte de grossesse [Lewis et al, 2008].

7.5 TEST COMET
Le test d'électrophorése sur gel monocellulaire (SCGS), également connu sous le nom de test Comet, est
une autre technique populaire pour détecter les dommages de I'ADN. Le test Comet est basé sur le principe
selon lequel I'électrophorése provoque la migration des fragments d'ADN et des cassures des brins du
noyau d'ADN central, révélant une queue d'ADN trafnante, c'est-a-dire une «comete». Il a égalementété
utilisé pour démontrer une augmentation des dommages de I'ADN dans les complications liées a la

grossesse [Babazadehet al., 2010; Raman et al., 2001; Simon et al., 2010; Wu et al., 2007].

Le test Comet est hautement reproductible avec une plus grande sensibilité que le testTUNEL, méme sans
décondensation préalable de la chromatine (Irvine et al., 2000; Leroy et al., 1996). Le test Comet peut
détecter des dommages équivalent a seulement 50 ruptures simple brin par cellule et a une utilisation plus
large dans la détection des ruptures par rapport au test TUNEL. L'inconvénient de ce test est qu'il nécessite
des chercheurs qualifiés pourle pratiquer d’'une maniere optimale et les résultats peuvent varier d'un
laboratoire a l'autre. Par conséquent, le test Comet bénéficierait de protocole standardisé [Barroso et al.,

2009].
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ETUDE CYTOGENETIQUE ET AVORTEMENTS SPONTANES A
REPETITION

1 INTRODUCTION

L'identification de la cause génétique des avortements spontanés est nécessairement effectuée comme un
travail clinique de routine, car la plupart d'entre eux sont incurables etinévitables en raison de leur
caractere sporadique. Il est fortement recommandé d'identifier le caryotype et d'établir la cause dans le cas
d’ASR [Stephenson et al, 2002].Ainsi, lorsqu’une anormalie du caryotype est la cause d’un avortement chez
les patients atteints d’ASR, il est possible d'éviter des tests ou des traitements inutiles [Stephenson et al,
2002]. Les résultats des caryotypes anormaux auraient un meilleur pronostic pour les grossesses futures
[Ogasawara et al, 2004]. D’autres investigations seront nécessaires, ainsi qu’'un changement de protocole

thérapeutique en cas d’avortement a caryotype normal.

La détection d’'une anomalie de structure déséquilibrée dans un produit d’avortement, exige la
détermination du statut du porteur chez les parentspour offrir des informations précises sur la possibilité
d'avoir unautre avortement ou une descendance anormale. Le diagnostic génétique préimplantatoire (DPI)

trove tout son intérét devrait pour les couples porteurs d’anomalies chromosomiques [ESHRE, 2008].

2  LES ANOMALIES GENETIQUES DES COUPLES ET AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES

Les anomalies et les instabilités génétiques sont associées aux pertes de grossesses. Les chromosomes
portent l'information génétique des parents et le foetus en hérite la moitié de la mere et I'autre moitié du
pere. Deserreurs dans la transmission et la division des chromosomes entrainent souvent une expulsion
précoce du conceptus.Les anomalies génétiques des parents contribuent a 4% des avortements. Les deux
tiers des pertes des grossesses du premier trimestre sont dues a des anomalies chromosomiques du
conceptus, ce qui est plus courant avec I'avancement en age maternel. S'il y a des antécédents familiaux
d’avortements spontanés récurrents, les risques d’avoir une anomalie chromosomique chez ces personnes
sont plus importants.L'instabilité due a diverses altérations de structure de I'ADN et des chromosomes, si

elle est trouvée a des niveaux plus élevés que prévus conduit ades pertes répétées des grossesses.

2.1 L'INCIDENCE DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES CHEZ LES COUPLES SOUFFRANT D’ASPR

L'incidence des anomalies chromosomiques s'est avérée plus élevée chez les couples souffrant d’ASPR que
dans la population générale, elle est comprise entre 5,34% et 6,36% [Fryns & Van Buggeabout (1998)].
Parmi les anomalies détectées, la fréquence des translocations réciproques équilibrées était la plus élevée
(56,6% a 66,7%) et la fréquence des translocations robertsoniennes était de 9,7% a 28,3%. Les autres
anomalies de structure observées étaient des inversions péri et paracentriques des autosomes et des

chromosomes sexuels (Tableau 2).
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Tableau2: Incidence des anomalies chromosomiques des couples souffrant d'ASPR
Auteurs Nombre de cas Cas avec anomalie Pourcentage

chromosomique

Rowley et al. (1963) 30 1 3,3%
Wingate (1965) 22 5 22,7%
McKay et al.(1%7) 40 2 5,0%
Shaw (1967) 60 1 1,6%
Bishun et al. (1968) 27 3 11,1%
Pergament (1968) 82 6 7.3%
Stenchever et al. (1968) 46 1 1,3%
Kadotani et al. (1969) 142 8 5,6%
Wilson et al. (1969) 100 10 10,0%
Stenchever et al. (1971) 62 3 4,8%
Mameti M et al. (1984) 50 4 8%

Campana M et al. (1986) 5445 5%

Celep F et al. (2006) 1290 25 3,86%

Dans une autre étude, 50% des avortements spontanés au premier trimestre étaient dus a des anomalies
chromosomiques du foetus. Les anomalies de nombre étaient prédominantes, suivies des anomalies de
structure et du mosaicisme chromosomique. Alors que chez leurs parents, le taux des anomalies
chromosomiques de structure se situait entre 4-6% [Goddijn et Leschot, 2000].Les femmes porteuses
d’anomalies de structure étaient plus que les hommes, le type le plus fréquent était les translocations
réciproques (63,4%), les autres anomalies étaient des inversions - péricentrique (12,2%), paracentrique
(9,8%) et les translocations de typerobertsonien (7,3%). Alors que lestranslocations impliquant le
chromosome «Y» et le chromosome marqueur étaient respectivement de 4,9% (Y; 22) et (2,4%) [Goddijn et

al. 2004].

2.2 LES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES DES COUPLES SOUFFRANT D’ASPR ET LE NOMBRE D’ASP

Une méta-analyse sur 22199 couples (44398 individus) ayant des ASR a montré principalement des
translocations ou des inversions; les translocations étaient de type réciproque ou robertsonien. Les
individus ayant des antécédentsde plus de deux avortements, avaient davantage d’anomalies
chromosomiques telles que les translocations réciproques en comparaison aux autres (Tableau 3). En ce qui
concerne la distribution des anomalies chromosomiques entre les hommes et les femmes, elles étaient plus

importantes chez les femmes par rapport aux hommes [De Braekeleer & Dao, 1990] (Tableau 4).

La fréquence des anomalies chromosomiques de structure chez les couples ayant deux avortements
spontanés ou plus, était de 3 a 6% par rapport aux témoins (0,3 a 0,5%) [Tharapel et al., 1985; Bourrouillou

et al., 1986; Goddijn et Leschot, 2000; Yamada et al., 2001].

56




ETUDE CYTOGENETIQUE DES COUPLES MAROCAINS SOUFFRANT D’AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION

Tableau3: Répartition des anomalies chromosomiques en fonction du nombre d'AS

Avortements spontanés 1 2 = 3
(AS)

Total No, of Individuals 4224 23416 5680
Reciprocal translocations 21 (0.5) 323 (1.38) 86 (1.51)
Robertsonian 15 (0.36) 145 (0.62) 38 (0.66)
translocations

Inversions 6 (0.14) 47 (0.2) 12 (0.21)
Sexchromosome 3(0.07) 15 (0.06) 8 (0.14%)
aneuploidy

Supernumerary 4 (0.09) 6 (0.03) 1(0.02)
chromosome

Tableau4: Répartition des anomalies chromosomiques selon le sexe du porteur

Homme Femme Total
Total No. Individus 16 661 16 661 33322
Translocation Réciproque 150 (36.1 265 (63.9) 415
TranslocationRobertsonienne 58 (30.4) 133 (69.6) 191
Inversions 25 (41.7) 35 (58.3) 60
Chromosome sexuel 7 (26.9) 19 (73.1) 26
Aneuploidy
Chromosome surnuméraire 2(18.2) 9 (81.8) 11

Source (tableau 3 et4) : De Braekeler et Dao, 1990

Le taux des anomalies chromosomiques était plus élevé (2,8%) chez les couples ayant plus de trois
avortements par rapport a ceux ayant deux avortements consécutifs (1,1%) et les anomalies étaient des
translocations et des inversions [Fitz Simmons et al, 1983]. L'étude comprenait 740 personnes, dont 351
couples et 38 personnes, réparties en trois groupes en fonction du nombre des avortements et 40

personnes ont été éliminées par manque de données :
Groupe | - deux pertes de grossesse consécutives ;
Groupe Il - trois pertes de grossesse consécutives ou plus ;

Groupe lll - les individus qui ont plus de 50% de perte fecetale, ils ont au moins deux pertes de grossesse qui
peuvent &tre non consecutives, et inclus également les pertes feetalesdu 3°™ trimestre. Les décés

néonataux ne sont pas inclus.
a montré ce qui suit (FitzSimmons et al, 1983) .....

Dans le groupe |: comprenant 165 couples et 10 femmes, les anomalies chromosomiques ont été
observées dans 1,8% des cas (trois translocations, deux inversions péricentriques du chromosome 9, et un

mosaicisme de chromosomes sexuels).

Dansle groupe Il :144 couples et 17 femmes, les anomalies chromosomiques ont été trouvées chez 2,3% (7
personnes) avec cing translocations et une inversion et un mosaicisme de chromosomes sexuels.
Dans le groupe Ill:55 individus (26 couples et 03 femmes), uneseule inversion péricentrique du

chromosome 13 a été observée (1,8%).

Les anomalies des chromosomes sexuels qui représentaient environ 0,2% de la population étaient
généralement associées a des pertes de grossesse [Subit, 1980; Lubs et al, 1979]. La non-disjonction
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meéiotique chez ces individus est susceptible d'étre a I'origine du risque de trisomie dans le conceptus
conduisant a des avortements récurrents. Les translocations réciproques et robertsoniennes équilibrées
sont considérées comme la cause la plus fréquente des avortements récurrents et le mécanisme de celle-ci
a été de nouveau attribué a la ségrégation dans la méiose résultant des gametes déséquilibrés. Les
translocations en général ont été estimées a 0,08% de la population [Lubs et al, 1979 ]Jet 0,88% et 1,6% dans

les groupes 1 et 2 respectivement [FitzZSimmons et al, 1983].

2.3 LES TRANSLOCATIONS CHROMOSOMIQUES DES COUPLES SOUFFRANT D’ASPR

L'anomalie chromosomique parentale la plus courante contribuant a I'avortement est la translocation qui
se produit lorsqu'une partie du (des) chromosome(s) se casse et les fragments se rejoignent. Dans les
translocations, il n'y a pas de perte du matériel génétique. Cependant, les points de cassure peuvent
provoquer la perturbation d'un géne critique ou juxtaposer des morceaux de deux genes pour créer un
géne-oncogene par fusion. Ces translocations se produisent lors de la méiose et entrainent des
perturbations de la fertilité ou de la conception (avortement). Par conséquent, la plupart des porteurs de
translocations équilibrées sont phénotypiquement normaux; tandis qu'au niveau de la constitution des
gametes, ils sont anormaux. L'incidence des porteurs de translocation chez les couples victimes
d'avortements récurrents s'est avérée étre de 7,1% dans une étude ou tous les porteurs de translocation

étaient des femmes[Soh et al., 1984].

Dans une étude portant sur 1142 couples souffrant d’ASR, 55 réarrangements chromosomiques majeurs
(4,81%) et 40 variants chromosomiques (3,5%) ont étéobservés. Les principales anomalies chromosomiques
étaient des translocations réciproques et robertsoniennes avec des inversions [Portnoi et al, 1988]. Parmi
les translocations, les translocations réciproques étaient le groupe le plus important impliquant la plupart
des autosomes sauf 9, 21, X et Y. Les translocations robertsoniennes dans neuf cas étaient confinées aux
chromosomes 13 et 14. Concernant les inversions, les péricentriques étaient plus que les paracentriques.
De plus, une rare entité de translocation réciproque t(10; 12q) avec une translocation robertsonienne
t(13g: 14q) a également été signalée chez une femme [Portnoi et al, 1988].Tout en corrélant les
réarrangements chromosomiques majeurs avec les antécédents obstétricaux, il a été observé que pour les

couples n'ayant que des avortements récurrents, la fréquence était de 4,02.

Il n'y a pas eud'augmentation de I'incidence des anomalies chromosomiques avec le nombred'avortements.
Au contraire, une baisse (3%) a été observée chez les patientsqui avaient des antécédents de plus de 3
avortements. Chez les couples ayant des antécédents d’avorement, de morts nés suivie d'un enfant mal
formé, la fréquence était de 4,39 ; tandis que dans le groupe avec des antécédents d’avortements et d’un

enfant normal, la fréquence des anomalies du caryotype étaient de 6,64%.

Lesvariants chromosomiques, les blocs hétérochromatiques constitutifs pracentromeriques (1gh & 9gh) et

I'inversion péricentrique du chromosome 9 étaient les plus fréquents.

> Les différents types de translocations
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R/

+* Les translocations réciproques

Sont des translocations dans lesquelles I'échange (mutuel) est entre les segments terminaux des bras de
deux chromosomes. La prévalence de ce type de translocations est de un sur mille (1/1000). Les
chromosomes 9, 10, 11, 13, 18, 21 et 22 se sont révélés les plus fréquemment impliqués dans les
translocations réciproques [Cohen et al, 1996]. De Braekeleer et Dao (1990) ont suggéré que les
translocationsréciproques équilibrées représentaient le plus grand groupe
d'anomalieschromosomiqueschez les couples consultants pour des avortements a répétition. Elles ont été
trouvées chez 460 personnes sur les 36620 cas étudiés (1,3%), ce qui était 15 fois plus élevé que les travaux
précédents. La fréquence avec laquelle les chromosomes étaient impliqués dans ces translocations
réciproques a montré de grandes variations. Une analyse statistique de la distribution des bras
chromosomiques impliqués dans ces translocations (en utilisant des simulations Monte-Carlo) a montré
I'implication de tous les chromosomes dans les échanges, cependant certains étaient préférentiellement
impliqués, 2p, 5q, 7p, 79, 12q, 13q, 17q, 18p et 22q.

R/

“* Les translocations robertsoniennes

C’est untype de réarrangement qui implique deux chromosomes acrocentriques qui fusionnent pres de la
région centromérique avec perte des bras courts. Des translocations robertsoniennes ont été identifiées
impliquant toutes les combinaisons des chromosomes acrocentriques. Les chromosomes les plus
couramment impliqués dans les translocations sont 13 et 14 et sont observées chez environ une personne
sur 1300. Comme les autres translocations, les porteurs de translocations robertsoniennes sont
phénotypiquement normaux, mais il existe un risque de donner des gamétes déséquilibrés, ce qui entraine

soit des avortements ou une descendance anormale.

Méme si l'incidence signalée de translocations chromosomiques équilibrées chez les couples avec des
avortements spontanés a répétition (ASR) variait de 1,3% a 22,7% [Stenchever, Jarvis & Macintyre, 1968]
[Wingate, 1965]; aucune translocation équilibrée n'a été trouvée dans une étude portant sur 100 couples
avec au moins trois avortements a répétition [Ward et al. 1980]. Cependant, des variations
chromosomiques et des formes en mosaique comme 45,X/46,XX ont été trouvées chez quelques couples

[Ward Henry et Robinson, 1980].

Campana et al (1986) ont étudié 5445 couples ayant des antécédents d'avortements récurrents. Chez 5%
des couples, un membre était porteur d'une translocation équilibrée qui était soit réciproque (2/3 des cas)
soit robertsonienne (1/3). De plus, certains chromosomes étaient préférentiellement impliqués dans les
translocations réciproques par rapport a d'autres. En particulier, il y avait un exces de cassure sur les
chromosomes 6, 7 et 22 par rapport aux autres chromosomes. Le moins de cassure se trouvait sur le

chromosome 12.

%+ Les translocations sautantes et pertes des téloméres
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Les translocations sautantes (TS) sont des anomalies chromosomiques rares dans lesquelles une copie
identique d'une région chromosomique (donneur) est transférée a plusieurs chromosomes (receveur). La
plupart des translocations sautantes impliquent des chromosomes acrocentriques avec une caractéristique,
c’est que le site des cassures se trouve généralement dans des zones d'ADN répétitif (régions télomériques,
centromériques ou hétérochromatiques). La distribution se fait de maniére aléatoire au niveau du
chromosome receveur mais avec une implication préférentielle des segments télomériques. Cela a conduit
a I'hypothese que des séquences télomériques répétitives pourraient étre impliquées dans la survenue de

translocations sautantes [Lefort et al, 2001].

Des études par hybridation in situ en fluorescence (FISH) ont signalé l'implication des séquences
télomériques interstitielles aux sites jonctionnels des translocations sautantes [Park et al, 1992, Vermeesch
et al., 1997]. Le premier travail sur les TS en cas d’avortement a été rapporté par Levy et al. (2000) dans
deux cas. Dans le premier cas, le donneur était le chromosome 15 et les chromosomes récepteurs étaient
1, 9, 15 et 21 impliquant des régions hétérochromatiques et leurs centromeres. Le deuxiéme cas a été
observé avec un réarrangement résultant d'une translocation présumée de novo 8; 21. Trois lignées
cellulaires de TS ont été observées. Elles consistaient en un chromosome 8p supprimé, une translocation
dicentrique 8;21 et un isochromosome 8q. Les régions d'instabilité semblaient se trouver dans la région

péricentromérique du chromosome 8 et la région satellite du chromosome 21.
» Exemples de translocation sautante

L'identification GTG des chromosomes participant a une translocation sautante (TS), la partie receveuse de
la TS est alignée avec son homologue normale (étiquetée N) [Levy et.al, 2000].Les télomeres sont des
séquences aux extrémités des chromosomes qui protégent les extrémités du chromosome contre les
dommages et empéchent les chromosomes de fusionner en anneaux ou de se lier au hasard les uns aux
autres. Comme la plupart des bandes terminales du chromosome humain sont a bande G négative, il est
difficile d'identifier les aberrations chromosomiques cryptiques ou subtiles, y compris les régions
télomériques. Méme toute la peinture chromosomique (wcp : whole chromosome paint)-les sondes FISH
qui détectent les translocations chromosomiques, les réarrangements chromosomiques multiples et les
chromosomes marqueurs ne révelent pas de subtils changements chromosomiques, en particulier ceux qui

se produisent dans les régions télomériques [Wakui et al, 1999].

Les rapports relatifs a l'implication des extrémités télomériques des chromosomes dans les cas d'échec
reproductif étaient contradictoires. L'implication du chromosome 3/10 et 20/D dans les régions
subtélomériques a été catégoriquement déclarée impliquée comme base moléculaire dans les cas
d’avortement [Yakut et al, 2002]. Cela n'a été identifié qu'en utilisant des sondes spécifiques aux téloméres
mais pas par des techniques de cytogénétique de routine. Dans l'un des cing couples souffrant
d’avortement a répétition étudiés, une translocation cryptiqueentre le chromosome 3 et 10,et entre le

chromosome 20 et un chromosome du groupe D ont été identifiées. Bien que l'utilisation de sondes
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télomériques n'ait pas révélé de translocations cryptiques dans une autre étude impliquant un plus grand

nombre de cas (100 patients) [Benzacken et al, 2002].

2.4 LES REARRANGEMENTS CHROMOSOMIQUES COMPLEXES (CCR) ET ASP
Les réarrangements chromosomiques complexes (RCC) sont des anomalies de structure impliquant au
moins trois chromosomes avec trois points de cassure ou plus. La plupart de ces réarrangements ne
peuvent étre révélés que par des techniques de cytogénétique moléculaire telles que FISH et Array-CGH.
Un certain nombre de réarrangements a été considéré comme des translocations équilibrées; tandis
gu'avec les techniques moléculaires, il a été déterminéen tant que RCC [Delaroche et al. 1995, Fuster et al,
1997 ; Ciccone et al, 2005]. Le risque d’avortement chez les personnes atteintes de RCC semble étre plus
élevé que celui d'un porteur de translocation réciproque équilibrée simple. Les adultes phénotypiquement
normaux porteurs de réarrangement chromosomique complexe équilibré ont un risque d'avortements
spontanés de 50% et un risque de 20% de produire un caryotype déséquilibré chez leurs nouveau-nés. Alors

qu'il entraine souvent une infertilité primaire chez les porteurs de sexe masculin [Madan et al, 1997].

L'anomalie chromosomique complexe implique des chromosomes acrocentriques du groupe D&G, dans
une famille avec échec de la reproduction ; I'implication d'un réarrangement complexe était, une
translocation robertsonienne entre les chromosomes 13 et 14; et I'autre était une translocation réciproque

entre les bras longs des chromosomes 14 et 22 [Lespinasse et al. 2003].

2.5 LES ANOMALIES DU CHROMOSOME X ET LES AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES
Les anomalies chromosomiques impliquant le chromosome X sont généralement numériques comme
47 XXX & 45,X0 ou sous forme mosaique, c'est-a-dire 46, X/47, XXX & 46, XX/45, XO. Les anomalies de
structure comme les inversions, a la fois péricentrique et paracentrique, la formation d'anneaux,
dicentrique, isoarm et la perte/délétion des bras sont également largement signalées [loan et al.1978,
Sachs et al.1985, Horsman et al.1987, Wu et al. 1993]. Les femmes présentant une anomalie
chromosomique sexuelle triple «X » peuvent étre fertiles. Mais il y a un risque accru d’avortement ou de
donner naissance a un nouveau-né génétiquement anormal. Néanmoins, des études sur des femmes XXX
fertiles ont montré une faible incidence d'anomalies chromosomiques chez leurs bébés. Cependant, dans
une étude portant sur 100 couples dans laquelle un cas était de 46,XX/45X avec des antécédents

d’avortement a répétition. Aucune translocation n'a été observée dans ce cas [Wad et al, 1980].

61




ETUDE CYTOGENETIQUE DES COUPLES MAROCAINS SOUFFRANT D’AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION

MATERIEL ET METHODES
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MATERIEL ET METHODES

1 PATIENTS
L’échantillon étudié est trente couples, soit 60 individus, ayant vécu l'expérience de deux avortements

spontanés précoces, au moinsdurant leur vie reproductive. lls sont originaires de la région de Chichaoua, et

ont accepté volontairement de participer a I'étude.

Les informations relatives a chaque couple, ont été recueillies moyennant une fiche d’exploitation détaillée
(annexe 1). Le carnet de suivi des grossesses (carnet de santé de la femme) nous était d’'une grande utilité

(Figure 18).

L’accueil des couples a lieu a la maternité de I’hdpital Mohammed VI de Chichaoua. Aprés avoir expliqué a
chaque couple la finalité de notre travail et aprés avoir eu leur consentement éclairé, nous avons
programmé le jour du prélévement sanguin. L’échantillon est prélevé un jour avant la mise en culture, a
jeun et d’'une fagon stérile pour éviter toute contamination. Un volume de 15ml est prélevé sous vide dans
un tube hépariné stérile. L'acheminement des prélévements au Laboratoire de Cytogénétique de la faculté

des Sciences et Techniques de Settat est fait le jour de la mise en culture.

B A S A {éf - i e

=
Carnet de Sante de la Femme

Figure 18: Carnet de santé de la femme[Ministére de santé, Maroc 2016]

2 DESCRIPTION DE L'ECHANTILLON

> Critéres d’inclusion

Sont inclus dans I'’étude tous les couples encore en période d’activité génitale ayant eu au moins deux
avortements spontanés précoces dans leur antécédents et dont le dernier remonte au plus tard les trois
dernier mois précédents le début de I'étude.Ces couples ont eu plusieurs investigations pour avoir une
explication a leur probléeme reproductif (FCR) afin d'y remédier. Mais aucun couple n’a subit auparavant

une étude cytogénétique (caryotype).
» Critéres d’exclusion
Sont exclu de I'étude les couples qui :

- ne font pas partie de la définition de fausses couches a répétition ;

- onteu le dernier accident abortif, plus de trois mois auparavant ;
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- etenfin, en cas de données manquantes.

3  CULTURE CELLULAIRE

Les trois tests ont été réalisés a la fois au niveau de la méme culture cellulaire.

3.1 Milieu de culture
Laculturedes lymphocytes est faite dans le milieu de «Roswell Parck Memoreil Institute» RPMI-

1640-Medium. lls’agit d’'unmilieu riche qui favorise une bonne prolifération des lymphocytes. Le
milieu RPMI 1640 contient tous les éléments de base nécessaires pour la croissance de la plupart
des cellules de mammiféres, des acides aminés, des vitamines, des sels organiques et autres
composants. Ce milieu de culture doit étre stérilisé aprés I'avoir complété, avant la mise en

culture, par:

=  Milieu de culture préparé : RPMI 1640 SmL
= Sérum de veau feetal 15%
=  Phytohémagglutinine (PHA) 1%

= Antibiotique (Péninciline /Streptomycine) 1%
Les lymphocytesdu sang périphérique bloqués en phase (GO) nécessite le recours a un stimulus, les
introduisant a nouveau en phase (G1) et les réintégrant dans un cycle cellulaire. Pour ce faire, la
Phytohémagglutinine (PHA) 1%, est un agent mitogéne [Obe et al., 1975], stimulant la division des
lymphocytes mis en culture. Les antibiotiques sont ajoutés pour inhiber toute croissance
bactérienne pouvant nuir au développement des cellules en culture.Enfin, le milieu de culture est
stérilisé par filtration en utilisant le systéme mullipores de 0,22 um de diametre. Cette dimension

de pores élimine tout risque de contamination.

3.2 Mise en culture
La culture se fait dans des conditions aseptiques, sous une hotte a flux laminaire. Un volume de

0,5 mL du sang total est mis en présence de 5mL du milieu préalablement préparé dans des tubes
de cultures. Le contenu des tubes est homogénéisé soigneusement. Ces derniers sont disposés

inclinés dans le bain-marie a 37°C pendant 72 h, durée de vie convenable aux cellules(Figure 19).

3.2.1 Test des Micronoyaux

Réalisé selon la technique de Fenech et Morley, (1985). Le blocage de la cytodiérese des cellules se
fait par la cytochalasin-B qui empéche la division cytoplasmique, alors que celle du noyause
déroule tout a fait normalement.Apres 44h de culture, une solution de cytochalasin-B (>a98%) a
été ajoutée a raison de 0,1 mL par tube. Les tubes sont homogénéisés manuellement, puis sont

remis au bain-marie a 37°C pendant 28 heures.
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Figure 19: Les tubes de culture cellulaire des lymphocytes du sang périphérique des couples

3.2.2 Test des aberrations chromosomiques et test des échanges entre les chromatides sceurs

Pour les tests des AC et des ECS, le sang total a été ajouté a un milieu de culture complété par le
bromodéoxyuridine a concentration de 0,25mg /mL. Les cultures ont été incubées a I'obscurité a 37°C
pendant 72h. Le blocage des chromosomes en phase métaphase a été effectué par I'ajout de la
colchicineavec une concentration de 0.004mg/mL (a raison de 1 mL par tube) avant les trois derniéres

heures de I'arrét de la culture cellulaire [Obe, 2002 et Akyil, 2015].

3.3 Traitement cytologique

3.3.1 Choc hypotonique

<> Test des micronoyaux, test des aberrations chromosomiques et test des échanges entre les

chromatides sceurs

Le choc hypotonique est effectué a I'aide du chlorure de potassium KCl (0,075M) froid, qui entraine le
gonflement des cellules. Au bout de 72 heures, les cultures sont centrifugées pendant 8 minutes a 800
tours/minutes pour le test MN et 5 minutes a 2500 tours/minutes pour le test des AC et le test des ECS.
Lesurnageant est ensuite éliminé par aspiration a I'aide de la pipette Pasteur. Les culots cellulaires sont
remis en suspension dans la solution de chlorure de potassium KCl a (0,075M) pendant 10 min pour les
tests (AC) et (ECS). L'homogénéisation se fait a I'aide d’un vortex adapté aux tubes a centrifuger.
3.3.2 Fixation des lymphocytes

< Test des micronoyaux, test des aberrations chromosomiques et test des échanges entre les

chromatides sceurs

Une fois le choc hypotonique est effectué, les tubes sont a nouveau centrifugés a 800tr/min, pendant 8
minutes pour le test de MN et a 2500 tr/min, pendant 5 minutes pour les AC et les ECS, le surnageant est
éliminé et le culot est remis en suspension dans une solution fixatrice (Methanol/Acide Acétique 3:1). Le

fixateur a pour objectif de figer les lymphocytes, c’est une action dénaturante sur les protéines et
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notamment I'hémoglobine. Il permet d’éliminer les globules rouges rendues fragiles par le choc
hypotonique. Le culot obtenu est remis en suspension, et on ajoute le fixateur goutte a goutte jusqu’a ce
que la suspension deviennenoire, puis on compléete jusqu’a 5 ml avec le fixateur tout en homogénéisant au

vortex. La fixation est répétée deux a trois fois jusqu’a ce que les suspensions deviennent claires.

3.3.3 Etalement des lymphocytes sur les lames

L’étalement se fait a I'aide d’une pipette Pasteur sur des lames rodées, propres et dégraissées.

3.3.4 Coloration et analyse microscopique

A-Test des micronoyaux et test des aberrations chromosomiques

La coloration se fait par le Giemsa 5% (pH 6.8). Les lames sont introduites dans une cuve de coloration
contenant le Giemsa pendant 8 a 10 minutes, puis lavées a I'eau distillée et séchées a température
ambiante. La lecture est effectuée a I’aide du microscope photonique (Objectif (x40) et (x1000) pour (AC))

(Figure 20).
B- Test des échanges entre les chromatides sceurs

La technique de coloration des ECS consiste a une coloration de FPG (Fluorescent-Photolyse-Giemsa). Les
lames sont introduites dans une solution de Hoescht, puis lavées a I'eau distillée. Aprés I'ajout de 3 a 4
gouttes de PBS, les lames sont couvertes par les lamelles et mises dans les chambres humides puis placées
sous la lumiére pendant 24h, aprés ellessont lavées et remises dans une solution de SSC (Standard Saline
Citrate)(5x) diluéeet placées dans un bain marie a 65°C pendant 1h, puis les lames sont introduites dans
une coloration de Giemsa 5% préparée dans SSC (Standard Saline Citrate)(5x) diluée. Aprés un lavage a
I’eau distillée, ces lames sont séchées a température ambiante. La lecture est effectuée a l'aide du

microscope photonique (Objectif (x1000) (Figure 20).

Figure 20: Microscope photonique

4 BIOMARQUEURS UTILISES
4.1 TEST DES MICRONOYAUX
Pour évaluer le taux de dommages au niveau du matériel génétique (ADN), la mesure de l'indice de
prolifération cellulaire (IP) et la numération du taux des micronoyaux (MN) ont été effectuées. Pour
chaquetube,la mesure de I'lP est calculée sur 1000 lymphocytes analysés. Pour le test des micronoyaux,

seuls les lymphocytes binuclés sont observés.
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Le test des micronoyaux a été développé par Fenech et Morley en 1985. Il consiste a étudier les pertes du
matériel génétique sous forme d’un micronoyau, il est simple a réaliser, en plus d’étre rapide ; ses plus
grands avantages sont la fiabilité et le colt peu élevé de la technique. Ce test est largement utilisé en
épidémiologiemoléculaire et en cytogénétique pour évaluer la présence et I'étendue des dommages
chromosomiques dans la population exposée a des agents génotoxiques ou pour étudier un profil

génétique [Fenech, 1999].

En outre, ce test permet également de calculer 'indice de prolifération qui apporte des informations sur la
division nucléaire, en mesurant les proportions des cellules mono, bi, tri et tétranucléés par I'analyse au
moins de 500 cellules stimulées [Fenech et al., 2003]. Le choix des cellules binucléées doit respecter les

critéres suivants établis par le projet international de MN humains (HUMN project) [Fenech et al., 2003] :

Les cellules doivent obligatoirement étre binucléées.

Les deux noyaux doivent avoir leur membrane nucléaire intacte, avoir approximativement la méme
taille, méme taches et méme intensité de coloration.

» Les deux noyaux peuvent se toucher mais ne doivent pas se chevaucher. Les limites des deux
noyaux doivent étre nettement distinctes.

Les limites du cytoplasme doit étre intactes et nettement distinctes de celle des cellules adjacentes.
Le diamétre moyen du MN varie de 1/16 a 1/3 des noyaux principaux.

Les MN sont non rétractiles et facilement distincts des artefacts.

Les MN ne doivent pas étre reliées aux noyaux principaux.

Le MN ne doit pas chevaucher sur I'un des 2 noyaux principaux.

YV V V V VYV V

Les MN ont habituellement de méme intensités de coloration que les noyaux principaux

4.2 TESTS DES ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES ET DES ECHANGES ENTRE LES CHROMATIDES SCEURS
Le test des aberrations chromosomiques consiste a étudier les anomalies de structure et de nombre des
chromosomes. Elles sont dites déséquilibrées quand elles s’"accompagnent de perte ou de gain en matériel
génétique codant ; elles sont dites équilibrées quand tous les genes sont présents en deux exemplaires. Les
aberrations chromosomiques de structure sont secondaires a des cassures suivies ou non d'un
réarrangement incorrect. Elles se traduisent par des fusions chromosomiques, des translocations (échanges
de segments chromosomiques), des délétions (pertes d’'un segment chromosomique), des duplications

(gains d’un segment chromosomique).

Pour I’évaluation des AC, une centaine de métaphases bien étalées ont été analysées par tube. 1000
cellules de chaque tube ont été analysées pour obtenir l'indice mitotique (IM) [Mamur et al. 2012]. L'IM est
mesuré sur chaqueétalement au microscope optique (x40) a partir de I'examen de 1000 cellules par tube de
culture. Puis les aberrations chromosomiques sont analysées au grossissement (x1000). Aprés I'examen de
100 métaphases, les anomalies de structure (cassures, lacunes, chromosomes acentriques-dicentriques et
réarrangements) sont comptabilisées et les résultats (%) sont exprimés en terme de métaphases
anormales.
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Les échanges entre les chromatides sceurs (ECS) découlent de cassures dans I'ADN et de la réversion des
fragments brisés a une position presque équivalente apres échange entre les deux chromatides sceurs d'un
méme chromosome et par conséquent leur formation dépendent de la phase S du cycle cellulaire ou des
processus de duplicationde I'ADN. L’analyse de la fréquence des ECS est basée sur I’évaluation de 25

métaphases en deuxiéme division et sur I'indice de réplication (IR) [lazutka, 1991].

5 METHODES DE CALCUL

5.1 INDICE DE PROLIFERATION (IP)

Cet indice est complémentaire au test des micronoyaux. Il permet de mesurer indirectement la durée du
cycle cellulaire et d’apporter des informations sur la division cellulaire.La mesure de I'lP a été effectuée par
comptage des cellules mono, bi, tri et tétranuclées sur 1000 cellules stimulées pour chaque individu est

calculé comme suit [Hilali et al., 2008, Maes et al., 1993].

IP = (1xN1) + (2xN2) + (3xN3) + (4xN4)

1000 cellulesanalysées stimulées

N1= nombre des cellules mononuclées ; N2= nombre des cellules binucléés ; N3= nombre des cellules

trinucléés ; N4= nombre des cellules tétranucléés (Figure 21).

Figure 21: Cellules Mono (a), bi (d), tri (b), tétranuclées (c) [Amahdar, 2011]

5.2 FREQUENCE DES MICRONOYAUX
La numération du taux des micronoyaux est calculé par comptage du nombre des micronoyaux dans 1000

cellules binucléés observés pour chaque individu [Hilali et al., 2008].

Fréquence de MN = (1xMN1) + (2xMN2) + (3xMN3) + (4xMN4)

1000 cellules binucléés

MN1= nombre des cellules binucléés avec 1 Micronoyau ; MN2= nombre des cellules binucléés avec 2 Micronoyaux ; MN3=

nombre des cellules binucléés avec 3 Micronoyaux ; MN4= nombre des cellules binucléés avec 4 Micronoyaux (Figure 22).

Figure 22: Cellule binucluée normale (a) et binucluée avec un micronoyau (b) [Amahdar, 2011]
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5.3 INDICE MITOTIQUE
Le test des AC est complété par I'étude de l'indice mitotique IM, correspondant aux nombresdes
métaphases sur 1000 cellules stimulées (Figure 23), et aussi permet d’apporter des informations sur la

division cellulaire [Hilali et al. 2008].

IM= Nombres de métaphases

1000 cellules stimulées

Cellule =

+—— Métaphase

Figure 23: Champ de vision au microscope permettant le calcul de I'indice mitotique [Amahdar, 2011]

5.4 INDICE DE STIMULATION
Les tests MN et AC sont complétés aussi par I’étude de I'indice de stimulation, qui correspond aux nombres
des cellules stimulées sur 1000 cellules analysées.

IS = Nombres cellules stimulées

1000 cellules analysées

5.5 ECHANGE ENTRE LES CHROMATIDES SCEURS ET INDICE DE REPLICATION
Pour le dosage des ECS, les métaphases en deuxieme division qui ont été ciblées lors de I’analyse

microscopique (Figure 24), et un total de 25 métaphases aux premieres, deuxiemes et troisiemes mitosesa
été marqué. En outre, le total des cellules de chaque tube a été recu pour la détermination de l'indice de
réplication (IR) calculé selon la formule suivante:

IR= (1x M1) + (2x M2) + (3x M3)

N

M1: nombre des cellules subissant une premiére mitose; M2: nombre des cellules subissant une deuxieme mitose ; M3 : nombre

des cellules subissant une troisieme mitose ; N : nombre de métaphase

Figure 24: Métaphase en deuxiéme division avec échange entre les chromatides sceurs [Hagelstrom, 2008]
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6 CAS TEMOINS

Les valeurs des biomarqueurs étudiés (MN, IP, AC, IS, IM, ECS et IR) relatives aux cas témoins, sont les

valeurs de références du laboratoire de cytogénétique de la faculté des sciences et techniques de Settat.

7  ANALYSE STATISTIQUE

Les données de cette étude ont été analysées a I'aide du logiciel SPSS v 23 et microsoft Excel. Les méthodes
d’analyses statistiques adoptées pour traiter les résultats obtenus sont : Une analyse descriptive, la valeur t
student, test Krauskal-Wallis, corrélation de rho-spearman et I’Analyse en composante principale. Le niveau
de probabilité retenu est de 5%. L'analyse teste I'hypothése selon laquelle chaque échantillon provient de
la méme distribution de probabilité sous-jacente par rapport a I'hypothése contraire selon laquelle les

distributions de probabilité ne sont pas les mémes pour les échantillons.

8 VUE D’ENSEMBLE SUR LA METHODOLOGIE

Evaluation de I'instabilité chromosomique chez trente couples souffrant

\4

Fiche d’exploitation (dossier médical et carnet Données expérimentales
de santé de la femme)

J1 ige

Profil des couples : données socio- Tests de génotoxicité : test des Micronoyaux,
démographiques, ATCDS pathologiques, ATCDS test des Aberrations chromosomiques, test des
Gynéco-Obsteétricaux, Mode de vie, impact w Echanges entre les chromatides sceurs
Psvcho-Sociale
J
2
Dépouillement des données et leurs Interprétation des résultats, analyses et
traitements statistiques discussions

(7 ’

Dégager des conclusions pratiques et des recommandations en vue de promouvoir la PEC de ces couples "

Contribution a 'amélioration de la PEC des couples souffrant d’ASPR

NB : le test des échanges entre les chromatides sceurs a été réalisé seulement chez 12 couples (faute de

moyens).
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RESULTATS
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ANALYSE DESCRIPTIVE

1 INTRODUCTION

Les résultats de I'étude, objet de cette partie, seront présentés d’une maniere succincte. Ainsi, sera abordé
en premier lieu, une description de notre échantillon : les données sociodémographiques, le mode de vie,
I’histoire gynéco-obstétricale des femmes, lenombre de fausses couches et sa relation avec les principales
variables, I'impact psycho-sociale du vécu des fausses couches a répétition (FCR), et une étude des
parametres influengant I'évolution de la grossesse. En suite, seront présentés les résultats des tests
cytogénétiques en comparaison avec les témoins, I’évolution des différents biomarqueurs de génotoxicité
en fonction des variables étudiées, enfin la réalisation des corrélations et d’'une analyse en composante

principale.

2 CARACTERISTIQUES SOCIODEMOGRAPHIQUES DE L’ECHANTILLON ETUDIE

2.1 ORIGINE GEOGRAPHIQUE

Plus de la moitié (57%) est originaire et résidente en milieu rurale. Le reste (43%)est originaire et résident
en milieu urbain (Figure 25).

Rural
43%

Urbain
57%

Figure 25: Origine géographique des couples étudiés
2.2 REPARTITION DE L'ECHANTILLON SELON L’AGE
2.2.1 Age maternel
L'age des femmes varie ente 19 et 41ans [19-41ans]. Leur dge moyen est de (30,43+1,008 ans). La classe
d’age [31-41ans] comme le montre la figure (26) représente 60% des cas et la classe d’age [19-30 ans]

représente 40% des cas.
[19-30];

40%

[31-41];, |
60%

Figure 26: Répartition de I'échontillon selon I'age maternel
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2.2.2 Age paternel

L’age des hommes varie de 23ansa 52ans [23-52ans]. Leur 4ge moyen est de (36,171,414 ans). Comme le
montre la figure (27), la classe d’age [34-44 ans] représente plus de la moitié (53,34%). Les classes d’age
[23-33 ans] et[45-52 ans] représentent respectivement 33,33% et 13,33% (Figure 27).

2.3 NIVEAU INTELLECTUEL, SOCIOECONOMIQUE ET COUVERTURE SANITAIRE

90%ontun bas niveau intellectuel, 6,7% ont un niveau moyen, et seulement 3,3%ontun haut niveau (Figure
28). La moitié (50%) des couples est de bas niveau socio-économique, I'autre moitié est d’'un niveau moyen

et96,7% ont déclaré ne pas avoir une couverture sanitaire.

[45- [23-
. Moyen,
52ans]; 33ans]; 3 _;,/O(y
. 0
13,33% 33,33%
[34-
44ans]
53,34%
Bas, 90%
Figure 27: Répartition de I'échantillon selon I'dge paternel Figure 28: Répartition selon le niveau intellectuel

24 OCCUPATIONS DES COUPLES ETUDIES

La majorité écrasante des femmes étudiées (86,67%), sont des femmes au foyer (Figure 29). 36,67% des
hommes sont des agriculteurs, 16,67% ont des travaux occasionnels, 10% sont des chauffeurs et le reste
(36,66%) ont des professions variées (mécanicien, vendeur, épicier, coursier, fkih, militaire) (Fgure 30).

vendeurs, épiciers, agricullteu
6.67% 7 .67%

mécanicie
o tra chauffeurs
n; 6,67% 16.67% , 10%
Figure 29: Répartition des femmes selon leurs occupations Figure 30: Répartition des hommes selon leurs occupations

3 NOTION DE CONSANGUINITE ET CAS SIMILAIRES DANS LA FAMILLE
La notion deconsanguinité n’a concerné quel6,7% des couples (5 couples)(Figure 31), et deux couples

seulement ont rapporté la notion de cas similaire chez un membre de la famille (maladie abortive).

consanguinité

Pas
, 16.50%

onsanguinité
, 83.50%

Figure 31: Répartition des couples selon la consanguinité
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4 MODE DE VIE DES COUPLES

23,3% des hommes sont des fumeurs (20 paquets/année en moyenne), et leurs partenaires sont exposées
a la fumée du tabac (tabagisme passif). Aucune des femmes ni tabagique etpersonne des des couples ne
consomme de |'alcool. 93,3% des femmes ont déclaré étre des consommatrices de thé et 30% d’entre elles
des consommatrices de café. Tandis que 100% des hommes consomment du thé et 60% consomment du

café.

26,7% des femmes ont réclamé avoir consommé des plantes médicinales comme reméde a leur maladie

abortive. Tous les couples ont rapporté le fait qu’ils ne pratiquent aucune activité sportive.

53,3% des couples vivent sur I'eau du robinet, 36,7% sur I'eau de puits et 10% seulement sur I'eau de

source (Tableau 9).

Tableau 5: Mode de vie des couples

Mode de vie Femmes Hommes
— Tabagisme 0% 23,3% (20
paquets/année)
- Alcool 0% 0%
— Thé (verre/jour) 93,3% 100%
1 verre 5% 2%
2 verres 15% 10%
>=3 verres 80% 88%
— Café (tasse/jour) 30% 60%
1 tasse 40% 10%
2 tasses 30% 70%
>=3 tasses 30% 20%
— Activité sportive 0 % 0 %
— Eau robinet 53,3% 53,3 %
— Eau de puits 36,7% 36,7 %
— Eau de source 10% 10 %
— Prise de Plantes médicinales 26,7% 0%

Les femmes en surpoids représentent 76,67% des cas et les obeses 3,33% des cas(Figure 32).

Normal, 20%

Obése, 3.33%

Surpoids,
76.67%

Figure 32: Répartition des femmes selon I'lMC
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5 ANTECEDENTS PATHOLOGIQUES

5.1 ANTECEDENTS MEDICAUX ET CHIRURGICAUX

86,7% des femmes rapportent n’avoir aucun antécédent pathologique particulier, et seulement 13,3% avait
un antécédent pathologique (goitre, lithiase vésiculaire, diabéte, hypertension artérielle, infection
sexuellement transmissible) (Figure 33). Pour les hommes, un seul homme rapportent avoir été traité pour
une infection sexuellement transmissible (IST) dans ses antécédents.

ATCDS

Pathologiques
, 13.30%

Aucun ATCD
Pathologique,
86.70%

Figure 33: Répartition des femmes selon leur ATCDS pathologiques

5.2 ANTECEDENTS GYNECOLOGIQUES

Trois femmes avaient un (10%) antécédent gynécologique :

e une salpingéctomie pour une grossesse extra-utérine (01) ;
e une polypéctomie pour un polype utérin (01) ;

e et un kyste ovarien simple traité médicalement (01).

L’age moyen a la ménarche est de 12,67ans, |’age le plus jeune est 10ans et I'age maximum est 15ans [10-
15ans]. Plus de 56% (56,67%) des femmes de cette étude ont eu leurs premieres régles entre I'dge de 12 et
13 ans [12-13ans]. 16,66% des autres femmes ont eu leur premiéeres régles a un age compris entre 10 et

11ans [10-11ans], et 26,67% entre 14 et 15ans [14-15ans] (Figure 34).

[14-15ans]; [10-11ans];
26,67% 16,66%

[12-13ans];
56,67%

Figure 34: Répartition des femmes selon I'age a la ménarche

L’age moyen des femmes au mariage est de 25,17ans [15-33ans]. La durée moyenne du mariage des
couples est estimée a 5,23ans [2-16ans]. L’age moyen a la premiére grossesse est 25,63ans [15-34ans],
tandis que I’'age moyen a la premiére fausse couche est de 26,43 ans [15-35ans].86,7 %des femmes ont

déclaré avoir utilisé une contraception orale comme méthode contraceptive (EP) pour une durée moyenne
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de 31 mois. Le délai entre l'arrét de la contraception et la grossesse est de 1,96 mois en moyenne. 13,3%

des femmes n’ont jamais utilisé de méthode contraceptive.

5.3 ANTECEDENTS OBSTETRICAUX
D’apres I'étude 98,6% des grossesses ont été spontanées, désirées dans 92,1% des cas et induites dans
seulement 1,40% des cas. Les 30 femmes étudiées ont eu la chance de tomber enceinte 139 fois, durant
leur vie reproductive jusqu’au moment de I’enquéte sur une durée de mariage de 5,23 ans en moyenne [2-

16ans].

Le délai inter génésique (DI) moyen est de (8,2 mois +1,13) [0-132 mois]. Le délai protogénésique moyen

est de (5,13 mois) [1-18 mois].

La gestité moyenne des couples est de (4,63+0,37) avec un minimum de deuxet un maximum de
12grossesses. Les couples qui ont eu cing grossesses ou plus représentent 40%, suivis respectivement par
ceux qui ont eu quatre grossesses (36,70%), puis trois grossesses (16,70%) et en dernier les couples qui ont

eu seulement deux grossesses (6,60%) (Figure 35).

2Gestités;
6,60%
3Gestités;
>=5Gestités; 16,70%
40%
4Gestités;
36,70%

Figure 35: Répartition de I'échantillon selon la gestité
La parité moyenne des couples est de (1,4+0,212) avec un minimum d’aucune parité et un maximum de
guatre parités. Ainsi, le classement des couples selon leur parité, a montré que les couples qui ont une
seule parité représentent (36,70%), et ceux qui ont trois parités et plus représentent (16,70%), tandis que
les couples qui n’ont aucune parité représentent (23,30%) (Figure 36).

>=3Parités; OParite
16,70% 23,30%

02Parités

:23,30% 01Parité

36,70%

Figure 36: Répartition de I'échantillon selon la parité
Sur les 139 grossesses, 24 grossesses seulement ont pu aboutir a des enfants vivants (EV) (17,27%), et 115

grossesses ont été perdues comme suit (Figure 38) :

e 96 fausses couches;
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e 05MFIU;

e (03 morts nés;

e (09 déces néonataux ;

e (01 déces infantile;

e et 01 grossesse extra utérine (GEU).

La majorité des grossesses sont perdues a un age gestationnel trés précoce (FC).

Mort né, Déces
2.16%

MFIU,
3.60%

EV, 17.27%
FC, 69.06%

Figure 37: Répartition des grossesses selon leurs issues

Ces résultats témoignent fortement du mauvais résultat obstétrical de ces couples. La moyenne d’enfant
vivant par couple est de 0,8 avec un minimum de 0 enfant vivant (OEV) et un maximum de 3 enfants vivants
[0-3EV]. Les couples qui nont aucun enfant vivant représentent (43,30%), et ceux qui ont eu trois enfants

vivants (03EV) représentent 3,30% (Figure 37).

Les accouchements se sont déroulés dans plus de 92% des cas par les voies naturelles (voie basse) et dans
les autres cas (8%) par césarienne. 34 accouchements sont des accouchements a terme soit 24,5% et 03

accouchements prématurés soit 2,16% de I'ensemble des grossesses.

16 femmes ont rapporté qui elles n’ont jamais allaité tandis que les 14 femmes restantes ont allaité pour

une durée moyenne de 3mois.

03EV,

Figure 38: Répartition de I'échantillon selon le nombre d'enfants vivants

Quatre couples ont rapporté avoir eu des bébés malformés :

e Le premier couple, a eu deux bébés avec une malformation cardiaque (communication
interventriculaire (CIV)), tous deux ont succombé a leur malformation durant leurs vies

néonatales ;
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e Le deuxieme couple, a eu un bébé avec une malformation abdominalepour laquelle, il a été opéré
et a pu survivre (omphalocele) ;

e Le troisieme couple, a eu un nouveau néhydrocéphale, qui a décédé durant sa vie néonatale ;

e Et le quatrieme couple a eu un bébé avec un omphalocele pour lequel il a été opéré, avec des

suites simples et une bonne évolution.

Dans 69,1 % des grossesses, les femmes ont eu une menace d’avortement pour laquelle, elles ont été

traitées par de la progestérone.
54 REPARTITION DES COUPLES EN FONCTION DU NOMBRE ET DE L’AGE GESTATIONNEL DES FCS
Les couples étudiés ont eu au moins deux FCR, réparties comme suit (Figure 39) :

e 46,7% ont eu deux fausses couches a répétition (02FCR) ;
e 23,3% ont eu trois fausses couches a répétition (03FCR) ;
e 20% ont eu quatre fausses couches a répétition (04FCR) ;

e et 10% ont eu cing fausses couches a répétition et plus (=05FC)

Les grossesses qui ont aboutit a ces fausses couches sont spontanées dans presque 98% des cas et désirées
dans 93,75% des cas. Dans 40,28 % de ces grossesses, les femmes ont été traitées pour une menace
d’avortement précoce, et ont d{ recevoir un traitement a la progestérone.Elles ont évolué inéluctablement

apres vers une fausse couche. Leurs terme moyen est de 6,53 SA.
La répartition des fausses couches selon I'age gestationnel a montré que (Figure 40) :

e (03 fausses couches se sont déroulées en phase préclinique (<6 SA) ;
e 42 fausses couches en phase embryonnaire (6-10SA) ;

e et 51 fausses couches en phase foetale (10-12SA).

Préclinique
5FC; 6FC 12FC; <6SA;
3,34% 3,33% 3 33% 3,12%
4FC, 2FC,
20.00 | 46.70 foetale]0- Embryoniq
% % 12SA, ue6-10SA;
V 53.13% 43,75%
3FC,

23.30
%

Figure 39: Distribution de I'échantillon selon le nombre de FC Figure 40: Distrubition des FC selon I'age gestationnel

5.5 ECHOGRAPHIE DU 1FR TRIMESTRE ET FAUSSES COUCHES
L'activité cardiaque a été retrouvée dans 48,92% des cas (68 grossesses) a I'examen échographique du 1¢

trimestre, signalant I’évolutivité de la grossesse et dont 26 (38,24%) ont évoluées vers des fausses couches.
L’aspect échographique des grossesses qui ont aboutit a des fausses couches, est en faveur de:

e grossesses arrétées dans 32,3% des cas ;
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e oeuf clair dans 25% des cas ;

e etil estindéterminé dans42,7% des cas.

5.6 ORDRE DES GROSSESSES ET FAUSSES COUCHES
Plus de 26% des FCSont eu lieu a partir de la 5°™ grossesse, et 20,83% des FCS se sont déroulées au cours

de la deuxieme grossesse (Figure 41).

> 1% grossesse : 17,71%FC ;
2¢me grossesse : 20,83%FC ;
3%me grossesse 3 : 17,71%FC ;
4%me grossesse 4 : 17,71%FC ;
5éme grossesse: 26,04%FC).

>G5; 26,04% G1,17.71%

G4,17.71% G2, 20.83%

G3,17.71%

Figure 41: Nombre de fausses couches par rapport a I'ordre des grossesses
5.7 PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES FAUSSES COUCHES
La prise en charge des fausses couches, dans plus de la moitié des cas (56.25%), a consisté en un traitement
chirurgical (curetage), avec un moyen de séjour hospitalier de 6,37 jours. Une seule femme a été

compliquée par une anémie sévere ; et a été transfusée avant de quitter le milieu hospitalier (Figure 42).

PEC

Chi ical PEC

irurgical; L

56u295y Médical;
e2n 43,75%

Figure 42: La prise en charge des fausses couches

6 EVOLUTION DES FAUSSES COUCHES EN FONCTION DES PRINCIPAUX PARAMETRES
6.1 NOTION DE CONSANGUINITE

Les couples n’ayant aucun lien de consanguinité sont ceux qui ont fait plus d’accidents abortifs (89,58%)

(Figure 43).
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6.2 AGE A LA MENARCHE ET AGE PARENTAL

Les femmes qui ont eu leur ménarche a un age tardif [12-15 ans] sont les femmes qui ont fait plus de

fausses couches (Figure 44).

D’apres la figure 45 les femmes les plus agées, sont les femmes qui ont fait plus de fausses couches. De
méme le nombre de fausses couches augmente avec I’age paternel [23-44 ans] pour diminuer aprés vers

I’age de [45-52] (Figure 46).

89:58% 40
37
100.00% - 35 /’
30 /
25 Yz
50.00% - 10.42% 20 X/ [10-11 ans]
"~ 18
15 [12-15 ans]
10 10
0.00%
0 o T 1 5 /
consanguinité pas de —te”3
consanguinité 0
2FC 3FC >=4FC
Figure 43: Consanguinité et fausse couche Figure 44: Age a la ménarche et fausse couche
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Figure 45: Age maternel et fausse couche Figure 46: Age paternel et fausse couche

6.3 GESTITE ET PARITE

Les figures (47,48) montrent que le nombre de fausse couche augmente avec la gestité de la femme, plus
la femme fait des grossesses plus elle est arisque de refaire une fausse couche. Il ressort aussi de ces

résultats que la répétition des accidents abortifs est I'apanage des femmes nullipares.

30
20
25
24 23 s / 17
20 2G 14
15 16 '8 - 12 —0P
3G 10 +—==TH 1P
8
10
8 >=4G 6/\ 6 >= 2P
s T—=—A N\
0 \ 0 0 ; ; ; 0
2FC 3FC 4FC >=5FC 2FC 3FC 4FC >=5FC
Figure 47: Gestité des couples et fausse couche Figure 48: Parité des couple et fausse couche
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6.4

GROSSESSES PERDUES EN PERIODE PERINATALE ET ENFANTS VIVANTS

Les couples qui ont fait plus de fausses couches sont ceux qui ont fait plus d’accident obstétricaux durant la

période périnatale (MFIU, morts nés, décés néonataux) (Figure 49).

Les couples qui ont le taux de fausses couches le plus élevé, sont ceux qui ont le taux le plus faible d’enfants

vivants (Figure 50).

35 31
30

m 2FC

m 3FC

m >=4FC

2GP

3GP

4GP
Figure 49: Grossesses perdues en périnatale et FC

6.5 AGE GESTATIONNEL

40
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20 3FC
12 | ]
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Figure 50: Nombre d'enfants vivants et fausses couches

La plupart des accidents abortifs ont eu lieu principalement a un stade de développement précoce [6-9 SA]

(Figure 51).
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0 - 0 . 0
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Figure 50: Age gestationnel et fausse couche

7  RETENTISSEMENT PSYCHO-SOCIALE

Tous les couples sujets de I'étude ont rapporté, que ce probléme d’avortement a répétitiondont ils

souffrent a retentit sur leur vie psychologique et sociale. Les femmes s’averent les plus touchées par

rapport a leurs partenaires (Tableau 10).

Tableau 6: Retentissement psychologique et sociale

Trouble psychologique % Femmes % Hommes
— Dépression 66,67% 16,67%
—  Anxiété 96,67% 50%
—  Trouble sommeil 83,34% 10%
—  Conflit conjugale 93,33% 80%
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ETUDE ANALYTIQUE ET COMPARATIVE

1 INTRODUCTION

Dans cette partie nous étudions les variables qui affectent l'issue de la grossesse, puis le lien entre le
nombre de fausses couches et les paramétres étudiés. Par la suite nous présentons les principaux résultats
des tests cytogénétiquesréalisés. Ces résultats (IP, MN, IS, IM, AC, IR et ECS) en comparaison avec la

moyenne des témoins, seront représentés sous forme de présentations graphiques et de tableaux.

2 EVOLUTION DE L’ISSUE DES GROSSESSES ET DU NOMBRE DE FAUSSES COUCHES

Nous avons comparé les variables étudiés (age maternel, délai protogénésique, délai intergénésique, age a
la ménarche ; age a la premiére grossesse, durée de mariage, indice de masse corporelle « IMC », délai
entre I'arrét de la contraception orale et la grossesse) et I'aboutissement de la grossesse (fausse couche/
accouchement) pour mieux comprendre les liens existant, comme le montre le tableau 11. Les résultats

montrent qu’il y a une différence significative (p<0,05) entre I’issue de la grossesse(accouchement/FC)et:

= |'indice de masse corporelle (IMC) ;

= |e délai entre I'arrét de la CO et le fait de tomber enceinte.

Tableau 11 7: Résultats du Test t Student de comparaison de moyenne de chaque parameétre a l'issue de grossesse

Paramétre de Ialzig:sesse N Moyenne | Ecart-type t/scorez p-value

Age maternel/mois Accouchement 43 318,98 64,499 -,136 0,892
Fausse couche 96 320,67 68,790

Délai protogénésique Accouchement 43 5,00 5,228 -0,576 0,564
Fausse couche 96 5,16 4,756

Délai intergénésique Accouchement 43 8,79 10,754 -0,702 0,483
Fausse couche 96 7,95 14,437

Age 3 la Ménarche Accouchement 43 25,53 4,537 -0,988 0,323
Fausse couche 96 24,35 5,493

Age 3 Ia 1ére grossesse Accouchement 43 25,37 4,806 0,463 0,645
Fausse couche 96 24,94 5,754

Age 3 Ia 1ére fausse couche Accouchement 43 26,35 4,603 0,781 0,437
Fausse couche 96 25,64 5,727

Durée mariage Accouchement 43 6,12 3,282 -0,978 0,328
Fausse couche 96 5,47 2,894

Inafaa ke e aaperala v Accouchement 43 26,49 2,462 2,152 0,033
Fausse couche 96 27,44 2,292

Délai entre arrét de la | Accouchement 43 2,35 1,462 -2,078 0,038

contraception et grossesse Fausse couche 96 1,82 1,444

Les 30 couples de I’étude ont eu 139 grossesses au total. Le tableau 12 résume les résultats, qui montrent
gue plusieurs variables (le traitement recu pendant le 1° trimestre de grossesse, I'activité cardiaque, la
prise de contraception orale avant la FC, les antécédents pathologiques des couples, la consommation de
I’eau de puits, et celle de I'eau de source) sont statistiquement liés au nombre de fausses couches classé en
guatre groupes (2FC, 3FC, 4FC, 5FC et plus). On note qu’il y a une différence significative entre a la fois le

nombre de fausses couches et (Tableau 12):
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Le traitement recu pendant le 1°" trimestre de grossesse (la progestérone) ;

L'activité cardiaque a I’échographie du 1° trimestre;

YV V V

La prise de contraception orale avant la fausse couche ;
» Etla consommation de I'eau de source.

On remarque également qu’il y a une différence proche de la significativité entre le nombre de FCet :

e |es antécédents pathologiques des couples ;

e etla consommation de I’eau de puits (souterraine).

Tableau 8: étude du nombre de FCS en fonction des principaux paramétres

Traitement Activité CO avant ATCDS Eau de Eau
cardiaque FC Path puits source
H de Krauskal- 18,276 16,060 10,852 6,891 7,231 8,286
Wallis
ddl 3 3 3 3 3 3
P 0,000 0,001 0,013 0,075 0,065 0,040
3 ANALYSE DES DONNEES DES TESTS CYTOGENETIQUES

3.1 TEST DE MICRONOYAUX (MN) DES COUPLES
3.1.1

La figure 52représente les résultats de lindice de prolifération cellulaire de chaque membre

Indice de prolifération (IP)

(homme+femme) des couples étudiés en comparaison a la moyenne des témoins (1,59+0,00).0n remarque

que toutes les valeurs de notre échantillon sont plus basses que la moyenne des témoins.
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Figure 51: Variation de I'lP de chaque couple en comparaison a la moyenne des témoins
La comparaison de la moyenne de notre échantillon (1,0138+0,0257) a celle des témoins a montré une
différence tres hautement significative (P<0.001). La valeur du t de Student est de (-22,350), pour une

moyenne de différences de (-0,5761) (Tableau 14).

3.1.2 Fréquence des Micronoyaux

La figure 53représente les résultats de la fréquence des micronoyaux de chaque individu en comparaison
avec la moyenne des témoins (0,0033+0,0000). Ainsi, nous constatons que la majorité écrasante des
couples présentent une fréquence des Micronoyaux (Mn) plus élevée (0,0048+0,0003) que la moyenne des

témoins.La comparaison de la moyenne de notre échantillon avec celle des témoins a montré une
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différence trés hautement significative (P<0.001). La valeur du t de Student est de (4,716)pour une

moyenne de différences de (0,0015) (Tableau 14).
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Figure 52: Variation de la fréquence des MNX de chaque couple en comparaison a la moyenne des témoins

3.2 TEST DES ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES (AC)

3.2.1 Indice de stimulation (IS)

La figure 54 représente les résultats de I'indice de stimulation (IS) de chaque individu en comparaison avec
la moyenne des témoins (0,36+0,00). Nous constatons que la majorité des couples présentent un IS plus

grand (0,4647+0,0131) que la moyenne des témoins.
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Figure 53: Variation de I'lS de chaque couple en comparaison a la moyenne des témoins

La comparaison de la moyenne de notre échantillon avec celle des témoins a montré une différence trés
hautement significative (P<0.001). La valeur du t Student est de (7,945) pour une moyenne de différences

de (0,1047) (Tableau 14).

3.2.2 Indice Mitotique (IM)
La figure 55 représente les résultats de l'indice mitotique (IM) des couples en comparaison avec la
moyenne des témoins ((0,08+0,0000). La majorité des couples présente un IM plus faible (0,0379+ 0,0044)

gue la moyenne des témoins.La comparaison de la moyenne de notre échantillon avec celle du témoin a
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montré une différence trés hautement significative (P<0.001). La valeur du t de Student est de (-9,531)pour

une moyenne de différences de (-0,0420)(Tableau 14).
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Figure 54: Variation de I'lM des couples en comparaison a la moyenne des témoins
3.2.3 Taux des aberrations chromosomiques
16 couples sur 30 (53,34%) ont une aberration chromosomique (AC). La figure 56 représente les résultats
du taux des aberrations chromosomique des couples comparés a la moyenne des témoins (0,0033+0,0000).
On note que 18/60 (30%) des patients étudiés présentent un taux des aberrations chromosomique plus
élevé (0,0066 = 0,0016) que la moyenne des témoins. Dix femmes et huit hommes ont des anomalies

chromosomiques, avec un rapport de 1,25.
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Figure 55: Variation des taux des AC des couples en comparaison a la moyenne des témoins
La comparaison de la valeur moyenne de notre échantillon a la valeur moyenne des témoins a montréune
différence significative (P<0.05). La valeur du t de Student est de (2,022)pour une moyenne de différences

de (0,0033) (Tableau 14).

La figure 57 illustre que I’AC la plus fréquente est a type de fragments (Frag). Elle est retrouvée dans
presque 37% des cas, suivie par les lacunes (Lac) dans 24% des cas, les cassures extrémes (CE) dans 13% des

cas. La cassure chromosomique (CS) et la Polyploidie en mosaique (PolyP) représentent 8% des cas
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chacune, la cassure chromatidique (CT) et le chromosome dicentrique (C dic) dans 5% des cas chacun

(Figures 58 et 59).

C dic, 5%
I

Figure 56: Les différentes anomalies chromosomiques des couples

Figure 57: Métaphase normales observées sous microscope pour le test des Aberrations chromosomiques (Gx100)

a b
Figure 58: Métaphases observes sous microscope montrant des anomalies chromosomiques: cassure, fragment, lacune (a) et
polypoidie (b), (Gx1000)

53,34% des couples souffrant de FCR ont une AC.25% des couples porteurs d’AC ont eu au moins deux
accidents abortifs successifs avant de réussir une grossesse et 31,25% ont perdu toutes leurs grossesses
sous forme de FC. Tandis que 50% des couples non porteurs ont réussi leur premiére grossesse, 21,42% ont
eu deux FC successives durant leurs deux premieres grossesses, de méme 14,28% seulement ont perdu

toutes leurs grossesses sous forme de FC (Tableau 13).
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Six (06) couples ont eu des enfants phénotypiquement normaux (20%), avant leurs échecs de procréation.

La fréquence des aberrations chromosomiques de ces couples est de 50% (soit 3/6).

Tableau9: Aberrations chromosomiques et fausses couches

Les GP e Perte de la totalité des pertes des deux premiéres
AC grossesses (FC) grossesses (FC)
Les couples porteurs d’AC 57,30 % 31,25% 25%
Les couples non porteurs d’AC 42,7 % 14,28% 21,42%

3.3 TEST DES ECHANGES ENTRE LES CHROMATIDES SCEURS(ECS)

3.3.1 Taux des échanges entre les chromatides sceurs

La figure 60 représente les résultats des échanges entre les chromatides soeurs (ECS) de I’échantillon étudié
comparés a la moyenne des témoins (1,46+0,00). Les résultats montrent que la majorité des individus ont
une valeur supérieure(1,8567+0,1742)a celle des témoins (Figure 60,61).La comparaison de la moyenne de
notre échantillon avec celle des témoins a montré une différence trés hautement significative (P<0.001). La

valeur du t de Student est de (-16,893) pour une moyenne de différences de (-2,9432) (Tableau 14).
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Figure 59: Variation des taux des échanges entre les chromatides soeurs en comparaison a la moyenne des témoins

e brillante chromatide sombre

Figure 60: Métaphase observées sous microscope en deuxiéme division cellulaire avec anomaliechromosomique (polypoidie)
analysée par le test d'ECS (Gx1000)
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3.3.2 Indice de Réplication (IR)

La figure 62 montre les valeurs de l'indice de réplication des couples et la valeur moyenne de I'IR des
témoins. Tout les sujets étudiés ont un indice de réplication beaucoup moins (1,2291+ 0,0826) que la
moyenne des témoins (2,33+0,0000). La comparaison de la moyenne de I’échantillon avec celle de la
moyenne des témoins a montré une différence trés hautement significative (P<0.001). La valeur du t de

Student est de (-13,322) pour une moyenne de différences de (-1,1008) (Tableau 14).
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Figure 61: Variation de I'IR des couples en comparaison a la moyenne des témoins

La comparaison des résultats obtenus avec ceux des témoins amontré des différences significatives pour
tous les indicateurs. Elles sont méme trés hautement significative (p<0,001) pour IP, Mn, IM, IS, ECS, IR et
significative pour les AC (p<0,05).Ainsi I'augmentation de la fréquence des Micronoyaux, des taux des
aberrations chromosomiques (AC), et des échanges entre les chromatides soeurs (ECS) suggerele degré de
dommages et de I'instabilité chromosomique dans les lymphocytes du sang périphérique chez ces couples
souffrant de fausses couches a répétition et du mauvais résultat reproductif. Ces résultats refletentles
perturbations de leurs cycles cellulaires, les indices: IP, IM et IR sont faibles avec un IS plus élevé en

comparaisant aux témoins.

Tableaul0: Comparaison des moyennes des différents biomarqueurs a celles des témoins

Bi:-/’zv};e :;Zisurs AZ‘;;::::CZE Moyenne sgr:fl‘cl:: d t P valeur | Interprétation

Indice prolifaration (IP) -0,5761 1,0138 0,0257 -22,350 0,000 Hokk
Micronoyaux (MN) 0,0015 0,0048 0,0003 4,716 0,000 *Ak
Indice stimulation (IS) 0,1047 0,4647 0,1318 7,945 0,000 *Ak
Indice mitotique (IM) -0,0420 0,0379 0,0044 -9,531 0,000 *Ak
Aberration chromosomique (AC) 0,0033 0,0066 0,0016 2,022 0,048 *

Echanges chromatides sceurs (ECS) -2,9432 1,8567 0,1742 -16,893 0,000 Hkk
Indice réplication (IR) -1,1008 1,2291 0,0826 -13,322 0,000 *Ak

significatif ; * : P<0.05 ; ** : P<0.01 ; *** : P<0.001 et NS : non significatif
4 EVOLUTION DES INDICATEURS DE GENOTOXICITE EN FONCTION DES PRINCIPALES VARIABLES
Dans cette partie nous procéderons a I'étude des indicateurs de génotoxicité mesurés (IP, MN, IS, IM, AC,

ECS et I'IR) en fonction des principales variables pour mieux expliquer les différences observées au sein
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del’échantillonétudié.Les variables les plus importantes et auxquelles nous nous sommes intéressés sont :
le sexe, I'age parental, la gestité, la parité, le nombre de fausses couches, le nombre d’enfants vivants, et le

nombre de grossesses perdues en période périnatale.

4.1 EVOLUTION DES INDICATEURS DE GENOTOXICITE EN FONCTION DU SEXE

4.1.1 Indice de prolifération (IP)

La figure 63 montre que la valeur moyenne de I'indice de prolifération chez les hommes (1,0540+ 0,0126)
est plus élevée que celle des femmes (0,9737+0,0493).La comparaison de la moyenne de I'IP des deux
sexes a la moyenne des témoins a montré une différence trés hautement significative (P<0.001) pour les

deux (Tableau 15).

4.1.2 Fréquence des micronoyaux

La figure 64 représente la valeur moyenne de la fréquence des Micronoyaux des femmes (0,0049+ 0,0005)
et des hommes (0,0048+0,0004). Nous constatons que la fréquence des MN des femmes est supérieure a
celle des hommes. La comparaison de la moyenne de notre échantillon a celle des témoins a montré une

différence trés significative (P<0.01) pour les deux sexes (Tableau 15).

1.1 4 1.054 0.00495 -+ 0.0049
0.0049 -
o 0.9737 W hommes 0.00485 - 0.0048 m hommes
T m femmes 0.0048 - B femmes
0.95 - 0.00475 -
0-9 0.0047
Figure 62: Valeur moyenne de I'IP en foction du sexe Figure 63: Valeur moyenne des MNX en fonction du sexe

4.1.3 Indice de stimulation (IS) et Indice mitotique (IM)

D’aprés les deux figures 65 et 66, nous constatons que les valeurs moyennes de l'indice de stimulation
(IS)et I'indicemitotique (IM) enregistrées chez les hommes [IS (0,4678+0,0212)] ; [IM (0,0459+0,0072)] sont
plus élevées que celles des femmes [IS (0,04617+0,0046) ; [IM (0,03+0,0046)]. Pour les deux indices (IS+IM),
la comparaison de leurs moyennes respectives a celle des témoins a montré une différence trés hautement

significative (P<0.001) pour les deux sexes (Tableau 15).

0.4678
0.468 -~
m hommes
: B hommes
H femmes 0.04 +
0.462 - B femmes
0.46 - 0.02 4
0.458 0
Figure 64: Valeur moyenne de I'IS des deux sexes Figure 65: Valeur moyenne de I'lM des deux sexes
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4.1.4 Taux des aberrations chromosomiques

Dix femmes sur huit hommes (1,25), ont presenté une aberration chromosomique. Lamoyenne du taux des
aberrations chromosomiques des femmes (0,0077 + 0,0025) est plus élevéeque la moyenne du taux des
aberrations chromosomiques des hommes(0,0059 +0,0018) (Figure 67).La comparaison de la moyenne de
notre échantillon avec celle des témoins n’a pas montré de différence significative (p>0,05) pour les deux

sexes (Tableau 15).

0.0077
0.008 -
0.0059

0.006 -

W hommes
0.004 - m femmes
0.002 -

0

Figure 66: Valeur moyenne des AC des deux sexes

4.1.5 Indice de Réplication
La moyenne de l'indice de réplication des hommes (1,2330£0,1180) est supérieure a celle des femmes
(1,2254+0,1181) (Figure 68). La comparaison de la moyenne de I'IR des deux sexes a celle des témoins

(2,33£0,00) a montré une différence tres hautement significative (p<0,001) pourles deux sexes(Tableau 15).

4.1.6 Taux des échanges entre les chromatides sceurs

La moyenne des taux des échanges entre les chromatides sceurs des femmes (1,94+0,2391) est supérieure
a celle des hommes (1,77+0,2574) (Figure 69). La comparaison de la moyenne du taux des ECS des deux
sexes a celle des témoins a montré une différence tres hautement significative (p<0,001) pour les deux

sexes (Tableau 15).

1.233
1.234 1.94
1.232 - 1.95 7
1.23 - 1.9 1
m hommes
1.228 A 12254 1.85 A W hommes
) | femmes 1.77
1.226 - 1.8 - m femmes
1.224 1.75 -
1.222 A 1.7 A
1.22 1.65
Figure 67: Valeur moyenne de I'IR des deux sexes Figure 68: Valeur moyenne des ECS des deux sexes
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Les femmes paraissent avoir plus dommages chromosomiquesdans leurs lymphocytes par rapport aux
hommes. Les femmes ont une fréquence de Micronoyaux (p<0,0l)et un taux des ECS plus

élevés(p<0,001)et des indices (IP, IM, IS et IR) plus faibles par rapport aux hommes.

Tableau 11 : Résultats statistiques des indicateurs de génotoxicité en fonction du sexe

N Différence | Moyenne | Erreur std t P Interprétations
moyenne valeur

IP hommes 30 -0,5360 1,0540 0,0126 -42,417 0,0000 ok

femmes 30 -,61627 0,9737 0,0493 -12,494 0,0000 oAk

MN hommes 30 0,0015 0,0048 0,0004 3,311 0,002 *x
femmes 30 0,0016 0,0049 0,0005 3,309 0,003 *x

IS hommes 30 0,1078 0,4678 0,0212 5,069 0,0000 ok

femmes 30 0,1017 0,4617 0,0046 6,376 0,0000 oAk

IM hommes 30 -0,0340 0,0459 0,0072 -4,667 0,0000 ok
femmes 30 -0,0500 0,0300 0,0046 -10,792 0,0000 ok

AC hommes 30 0,0025 0,0055 0,0018 1,378 0,179 NS
femmes 30 0,0043 0,0077 0,0026 1,618 0,116 NS

IR hommes 30 -1,0970 1,2330 0,1180 -9,290 0,000 Ak

femmes 30 -1,1046 1,2253 0,1181 -9,350 0,000 oAk

ECS femmes 30 -2,8609 1,9400 0,2391 -11,961 0,000 Ak
hommes 30 -3,0255 1,7700 0,2574 -11,753 0,000 Ak

significatif ; * : P<0.05 ; ** : P<0.01 ; *** : P<0.001 et NS : non significatif

4.2 EVOLUTION DES INDICATEURS DE GENOTOXICITE EN FONCTION DE L’AGE MATERNEL

4.2.1 Indice de prolifération (IP)

Nous avons classé les femmes selon leurs dges en deux classes :La premiére classe a un age compris entre
[19-30ans] et la deuxieme classe a un dge compris entre [31-41ans].La moyenne de 'indice de prolifération
de la premiere classe est de (0,9223+0,0798), elle est plus basse que celle de la deuxiéme classe [31-41ans]
(1,0508 +0,1926) (Figure 70). La comparaison de la moyenne des deux classes a celle des témoins
(1,594£0,0000) a montré une différence trés hautement significative pour les deux classes d’age (P<0.001)

(Tableau 16).

4.2.2 Fréquence des micronoyaux (MNX)

La classe d’age la plus jeune [19-30ans] a une valeur moyenne de la fréquence des Micronoyaux
(0,0057+0,0004) plus élevée que la classe la plus agée [31-41 ans] (0,0042+0,0033) (Figure 71). En
comparant la moyenne de la fréquence des Micronoyaux de la classe d’age la plus jeune [19-30 ans] a celle
des témoins qui est de (0,0033+0,0000), on a trouvé une différence tres hautement significative (P<0.001).
La valeur du t student est de (5,710) pour une moyenne de différence de (-0,0024). Tandis que la
comparaison de la moyenne de la fréquence des Micronoyaux de la deuxiéme classe [31-41ans], qui est la
plus agée a celledes témoins(0,0033+0,0000), n’a pas trouvé de différence significative (P>0,05). La valeur

du t student est de (0,986) pour une moyenne de différence de (-0,0010) (Tableau 16).
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- 0.0057
' 1.0508 0.006 -
1.05 - 0.005 -+ 0.0042
m[31-41] J _
0.9223 0.003 m[31-41]
0.95 -
0.002 -
0.9
0.001 -+
0.85 0
Figure 69: Valeur moyenne de I'IP et 4ge maternel Figure 70: Valeur moyenne de la fréquence MN et age maternel

4.2.3 Indice de Stimulation (IS)

La moyenne de l'indice de stimulation de la classe d’age [19-30ans] est plus élevée que celle de la classe
d’age [31-41ans], elle est respectivement de (0,4651+0,0228) et (0,4594+0,0223) (Figure 72). La moyenne
de chacune des deux classes comparée a celle des témoins qui est de (0,36+0,00), a montré une différence
trés significative (p<0,001) pour la premiére classe [19-30ans] qui est la plus jeune. La valeur de t student
est de (4,459) pour une moyenne de différence de (0,0994). Cette différence est trés hautement
significative pour la deuxieme classe [31-41ans] (p<0,01), avec une valeur de t student de (4,599) pour une

moyenne de différence de (0,1050) (Tableau 16).

4.2.4 Indice Mitotique (IM)

Les résultats ont trouvé que la moyenne de I'indice mitotique de la classe d’age [31-41ans] (0,0319+0,0076)
est supérieure a celle de la classe d’age [19-30ans] (0,0288+0,0059) (Figure 73). La comparaison de la
moyenne de l'indice mitotique des deux classes d’age maternel a la moyenne des témoins qui est de
(0,08+0,00) a montré une différence trées hautement significative (p<0,001), pour les deux classes d’age

maternel (Tableau 16).

0.0319
0.4651 0.032 +
0.466 -
0.031 -
0.464 -
'| -
m [19-30] 0.03 1 (0288 m [19-30]
0.462 - :
0.4594 m[31-41]
m([31-41] 0.029 -
0.46 - ’
0.458 - 0.028 1
0.456 0.027
Figure 71: Valeur moyenne de I'lS et 4ge maternel Figure 72: Valeur moyenne de I'IlM et age maternel

4.2.5 Taux des aberrations chromosomiques
La moyenne du taux des aberrations chromosomiques de la classe jeune [19-30 ans], (0,008+0,0039) est

plus supérieure par rapport a la classe la plus agée (0,0044+0,0016) (Figure 74).La comparaison de la
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moyenne des deux classes d’dge a celle des témoins (0,0033+0,00) n’a pas montré de différence

significative pour les deux classes (p>0,05) (Tableau 16).

0.008
0.009 -+

0.008 -~
0.007 -
0.006 - 0.0044

m [19-30]
0.005 -+
m[31-41]
0.004 -
0.003 -~

0.002 -

0.001 -~

Figure 73: Valeur moyenne des AC des deux classes d'age maternel

4.2.6 Indice de Réplication

La moyenne de I'indice de réplication pour la classe d’age [19-30 ans] (1,1797+0,2253) est inférieure a celle
dela classe d’age [31-41 ans] (1,2526% 0,1383) (Figure 75).La comparaison de la moyenne de I'IR de
chacune des deux classes d’age a celle des témoins (2,33£0,00) a montré une différence trés hautement

significative (p<0,001) pour les deux classes (Tableau 16).

4.2.7 Echanges entre les chromatides sceurs

La moyenne des taux des échanges entre les chromatides sceurs de la classe d’age [19-30ans]
(1,7822+0,3848) est supérieure a celle de la classe d’age [31-41 ans] (1,77+0,3513) (Figure 76). La
comparaison entre la moyenne de chacune des deux classes d’age maternel a la moyenne des témoins
(1,46£0,00) a montré une différence tres hautement significative (p<0,001) pour les deux classes

(Tableau 16).

1.784 - 1.7822
1.2526 1.782 -
1.26 1 1.78 -
1.24 - 1.778
1.776 m [19-30]
1.22 4 m[19-30] 1.774
5 1.77 m([31-41]
1.2 - 1.1797 m[31-41] 1.77
1.77 A
1.18 4 1.768
1.766
1.16 -
1.764 -
1.14 1.762
Figure 74: Valeur moyenne de I'IR et age maternel Figure 75: Valeur moyenne des ECS et age maternel
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A la lumiere de ces résultats, les femmes les plus jeunes [19-30ans]ont présentéplus de dommages
chromosomiques par rapport aux femmes plus agées [31-41ans]. Ainsi, I'dge jeune des femmesne les

mettent pas a I’abri des lésions génétiques.

Tableau 12: Résultats statistiques des cing biomarqueurs en fonction de I'dge maternel

N Différence Moyenne Erreur std t p Interprétations
moyenne

IP [19-30] 12 -0,6676 0,9223 0,0798 -8,366 0,0000 ok

[31-41] 18 -0,5391 1,0508 0,1926 -27,989 0,0000 ok

MN [19-30] 12 -0,0024 0,0057 0,0004 5,710 0,000 ok
[31-41] 18 -0,0010 0,0042 0,0033 0,986 0,341 NS

IS [19-30] 12 0,1050 0,4651 0,0228 4,599 0,001 *x

[31-41] 18 0,0994 0,4594 0,0223 4,459 0,0000 ok

IM [19-30] 12 -0,0512 0,0288 0,0059 -8,636 0,0000 oAk
[31-41] 18 -0,0480 0,0319 0,0076 -6,249 0,0000 oAk

AC [19-30] 12 0,0047 0,0080 0,0039 1,183 0,262 NS
[31-41] 18 0,0011 0,0044 0,0016 0,689 0,500 NS

IR [19-30] 9 -1,1502 1,1797 0,2253 -5,104 0,001 Ak

[31-41] 15 -1,0773 1,2526 0,1383 -7,788 0,000 Ak

ECS [19-30] 9 -3,0177 1,7822 0,3848 -7,842 0,000 Ak
[31-41] 15 -3,0300 1,7700 0,3513 -8,624 0,000 Ak

significatif ; * : P<0.05 ; ** : P<0.01 ; *** : P<0.001 et NS : non significatif
4.3 Evolution des indicateurs en fonction de I’dge paternel
Les hommes ont été classés selon leurs dges en trois classes : La premiére classe est la plus jeune de [23-
33ans] ; La deuxieme classe est la classe moyenne [34-44ans] et la troisieme classe est la plus dgée [45-
52ans].
4.3.1 Indice de prolifération
La moyenne de l'indice de prolifération de la troisieme classe [45-52ans] (1,0608+0,0187) est la plus
supérieure, suivie par celle de la premiere classe [23-33 ans] (1,049+0,0240) puis celle de la deuxiéme
classe [34-44ans](1,039+0,0045) (Figure77).La comparaison de la moyenne de l'indice de prolifération de
chacune des trois classes a la moyenne des témoins (1,59+0,00) a montré une différence tres hautement
significative (p<0,001) pour les trois classes (Tableau 17).
4.3.2 Fréquence des micronoyaux
La figure 78 montre que la classe d’age la plus dgée [45-52ans] a la moyenne de micronoyaux la plus basse
(0,0039+1,6007) par rapport aux autres classes d’age, tandis que la classe moyenne [34-44ans] a la
moyennela plusélevée (0,0053+0,7851).La comparaison de la moyenne de la fréquence des micronoyaux de
chacune des trois classes d’age paternel a celle des témoins (0,0033+0,000) a montré une différence trés

hautement significative pour la deuxieme classe (p<0,001) (Tableau 17).
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Figure 76: Valeur moyenne de I'IP et age paternel Figure 77: Valeur moyenne des MNX et age paternel

4.3.3 Indice de Stimulation (IS)

La moyenne de l'indice de stimulation de la classe d’age paternel la plus jeune [23-33 ans] est la plus basse
(0,4347+0,032) par rapport aux deux autres classes d’age paternel. Tandis que la classe d’age la plus agée a
la moyenne la plus élevée (0,4942+0,0653) (Figure 79).La comparaison de la moyenne de l'indice de
stimulation (IS) de chacune des trois classes d’age paternel a la moyenne des témoins (0,36+0,000) a

montré une différence tres significative pour la deuxiéme classe [34-44 ans] (p< 0,01)(Tableau 17).

4.3.4 Indice Mitotique

La moyenne de l'indice mitotique (IM) de la classe d’age [45-52ans] est la plus élevée (0,0531+0,0114),
suivie respectivement par la moyenne de I'IlM de la deuxieme classe [34-44ans] (0,038+0,0114) et en
dernier la moyenne de la classe la plus jeune [23-33 ans] (0,0376+0,0112) (Figure 80). La comparaison entre
la moyenne de l'indice mitotique (IM) de chacune des trois classes d’age paternel a la moyenne des
témoins (0,08+0,00) a montré une différence tres significative pour la premiére classe (p<0,01) et

significative pour les deux autres classes (p<0,05) (Tableau 17).
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0.45 A m [45-52]
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0.42 A 0.01 A
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0.4 0
Figure 78: Valeur moyenne de I'lS et age paternel Figure 79: Valeur moyenne de I'IM et age paternel
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4.3.5 Taux des aberrations chromosomiques

La classe d’age la plus jeune [23-33 ans] a la moyenne du taux des aberrations chromosomiques la plus
élevée (0,01+0,0047) suivie par la moyenne de la classe d’age [34-44 ans] (0,0081+0,0041) (Figure 81).
Aucune différence significative n’a été trouvée entre la moyenne du taux des aberrations chromosomiques
de chacune des trois classes d’age paternel en comparaisant a celle des témoins (0,0033+0,00) (p>0,05)

comme le montre le tableau 17.
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0.01 1 0.0081
0.008 -
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0.006 - | [34-44]
0.004 - m [45-52]
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Figure 80: Valeur moyenne du taux des AC et age paternel

4.3.6 Indice de Réplication

La moyenne de l'indice de réplication de la classe d’age [45-52ans] est la plus élevée (1,0863+0,1030)
suivie par la moyenne de I'IR de la classe moyenne [34-44ans] (1,2487+0,1732) (Figure 82). La comparaison
entre la moyenne de I'IR de chacune des trois classes d’age paternel et la moyenne des témoins (2,33+0,00)
a montré une différence trés hautement significative pour la deuxiéme classe d’age paternel [34-44ans]

(p<0,001) et une différence trés significative pour les deux autres classes (Tableau 17).

4.3.7 Echanges entre les chromatides soeurs

La moyenne du taux des échanges entre les chromatides sceurs de la classes d’age [34-44ans] est la plus
élevée (2,425+0,1095), suivie par celle de la premiere classe [23-33ans](2,0062 +0,4403) puis la classe la
plus agée [45-52ans](1,732510,3802), comme le montre la figure 83.La comparaison de la moyenne de
chacune des trois classes d’age paternel a la moyenne des témoins (1,46+0,00) a montré une différence

tres hautement significative pour les trois classes (p<0,001) (Tableau 17).

1.4794
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[23-33] s 1.7325 [23-33]
m 2 m
] W [34-44] m [34-44]
0.5 - W [45-52] 1 W [45-52]
|
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Figure 81: Valeur moyenne de I'IR et age paternel Figure 82: Valeur moyenne des ECS et age paternel
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Les deux classes d’age paternelles plus jeunes [34-44ans] et [23-33ans]sont les classes qui ont les
fréquences les plus élevées de Micronoyaux (p<0,001) et les taux les plus supérieurs des échanges entre les
chromatides soceurs (p<0,001) par rapport a la classe la plus agée [45-52ans](p<0,001). lls ont aussi les

indices (IP, IM, IS et IR) les plus bas.

Tableau 13: Résultats statistiques des biomarqueurs en fonction de I'age paternel

N Différence Moyenne | Erreur t P Interprétations
moyenne std
IP [23-33] 10 -0,5409 1,0490 0,0240 -22,481 0,0000 oAk
[34-44] 16 -0,5510 1,0390 0,0045 | -121,204 | 0,0000 oAk
[45-52] 4 -0,5292 1,0608 0,0187 -28,172 0,0000 ok
MN [23-33] 10 0,0010 0,0043 0,0010 0,985 0,350 NS
[34-44] 16 0,0020 0,0053 0,0004 4,676 0,000 oAk
[45-52] 4 0,0006 0,0039 0,0015 0,413 0,707 NS
IS [23-33] 10 0,0747 0,4347 0,0332 2,244 0,052 NS
[34-44] 16 0,1218 0,4818 0,0306 3,976 0,001 **
[45-52] 4 0,1342 0,4942 0,0653 2,053 0,132 NS
IM [23-33] 10 -0,0424 0,0376 0,0112 -3,774 0,004 **
[34-44] 16 -0,0420 0,0380 0,0114 -3,660 0,035 *
[45-52] 4 -0,0268 0,0531 0,0114 -2,341 0,033 *
AC [23-33] 10 0,0067 0,0100 0,0047 1,421 0,189 NS
[34-44] 16 0,0048 0,0081 0,0041 1,175 0,258 NS
[45-52] 4 NC NC NC NC NC | -
IR [23-33] 8 -1,2437 1,0863 0,2386 -5,211 0,001 **
[34-44] 12 -1,0813 1,2487 0,1732 -6,242 0,000 Ak
[45-52] 4 -0,8505 1,4794 0,1030 -8,251 0,004 **
ECS [23-33] 8 -2,7937 2,0062 0,4403 -6,344 0,000 Ak
[34-44] 12 -2,3750 2,4250 0,1095 -21,673 0,000 Ak
[45-52] 4 -3,0675 1,7325 0,3802 -8,068 0,000 Ak

significatif ; * : P<0.05 ; ** : P<0.01 ; *** : P<0.001 et NS : non significatif
4.4 Evolution des indicateurs en fonction de la gestité des couples
On a classé les couples en fonction du nombre de grossesses (la gestité) qu’ils ont eu, en deux classes ; la
premiéere classe, les couples qui ont deux a trois grossesses [2-3G] et la deuxieme classe, les couples qui

ont quatre grossesses et plus (>4gestités).

4.4.1 Indice de Prolifération

La moyenne de l'indice de prolifération de la premiére classe [2-3G] est la plus élevée (1,0273+0,0270)
(Figure 84).La comparaison de la moyenne de l'indice de prolifération de chacune des deux classes de
gestité a la moyenne des témoins (1,59+0,00) a montré une différence trés hautement significative pour les

deux classes(Tableau 18).

4.4.2 Fréquence des Micronoyaux

La valeur moyenne des micronoyaux de la deuxieme classe (>4 gestités) (0,0051+0,0003) est plus élevée
par rapport a l'autre classe (Figure 85). La comparaison de la moyenne de la fréquence des micronoyaux de
chacune des deux classes de gestité a la moyenne des témoins (0,0033+0,000) a montré une différence tres
hautement significative pour la deuxieme classe (p<0,001), et non significative pour la premiere classe [2-3
gestités] (p<0,05) (Tableau 18).
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Figure 83: Valeur moyenne de I'IP et gestité

4.4.3 Indice de Stimulation
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Figure 84: Valeur moyenne de la fréquence des MNX et gestité

de la premiere classe [2-3 gestités] est plusélevée

(0,4826+0,0351), par rapport a la deuxieme classe (>4 gestités)(0,4593+0,0176)(Figure86). La comparaison

de la moyenne de I'indice de stimulation (IS) de chacune des deux classes de gestité a la moyenne des

témoins (0,36+0,000) a montré une différence trés hautement significative pour la deuxiéme classe

(p<0,001) et significative pour la premiére classe (p<0,05) (Tableau 18).

4.4.4 Indice Mitotique

La moyenne de I'indice mitotique de la premiéreclasse de gestité [2-3G] est la plus élevée (0,0415+0,0135)

(Figure 87).La comparaison de la moyenne de I'indice mitotique (IM) de chacune des deux classes de gestité

a la moyenne des témoins (0,08+0,00) a montré une différence tres hautement significative pour la

deuxiéme classe (p<0,001) et tres significative pour la premiére classe (p<0,01) (Tableau 18).
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Figure 85: Valeur moyenne de I'lS et gestité
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4.4.5 Taux des aberrations chromosomiques
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Figure 86: Valeur moyenne de I'IM et gestité
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La moyenne des aberrations chromosomiques de la deuxieme classe (>4 gestités) (0,0077+0,0019) est plus

supérieure que celle de la premiére classe [2-3G] (0,0035+0,0014) (Figure 88). La comparaison de la

moyenne des aberrations chromosomiques de chacune des deux classes de gestité a celle des témoins
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(0,0033+0,00) a montré une différence significative seulement pour la deuxiéme classe (>4 gestités)

(p<0,05) (Tableau 18).
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Figure 87: Valeur moyenne du taux des AC et gestité

4.4.6 Indice de Réplication

La moyenne de l'indice de réplication de la premiere classe [2-3G] de gestité est plus supérieure
(1,4680+0,0766) que celle de la deuxieme classe (>4 gestités)(1,1663+0,1042) (Figure 89). La comparaison
de la moyenne de I'indice de réplication (IR) de chacune des deux classes de gestité a la moyenne des
témoins (2,33+0,00) a montré une différence trés hautement significative pour les deux classes (p<0,001)

(Tableau 18).

4.4.7 Echanges entre les chromatides sceurs

La moyenne des échanges entre les chromatides sceurs de la deuxieme classe>4 gestités est la plus
élevée(2,0160+0.5119) (Figure90). La comparaison de la moyenne des échanges entre les chromatides
sceurs de chacune des deux classes de gestité a celle des témoins (1,4610,00) n’a pas montré de différence

significative pour les deux classes (p>0,05) (Tableau 18).
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Figure 88: Valeur moyenne de I'IR et gestité Figure 89: Valeur moyenne du taux des ECS et gestité
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Selon ces résultats, les couples multigestes (>4 grossesses) ont la fréquence la plus élevé de Mn (p<0,001)
et le taux le plus élevé des aberrations chromosomiques (p<0,05). Ces mémes couples ont les moyennes les

plus basses d’IP, d’IM, d’IS, et d’IR. Les couples multigestes(>4 gestités) ont une génotoxicité plus marquée.

Tableau 18: Résultats statistiques des biomarqueurs en fonction de la gestité

N | Différence moyenne | Moyenne | Erreur standard t P Interprétations
P | 2-3G] | 7 20,5626 1,0273 0,0270 20,813 | 0,000 e
>4G | 23 20,6206 0,9693 0,0791 7,842 | 0,000 e
MN | [2-3G] | 7 0,0008 0,0041 0,0010 0,801 | 0,453 NS
24G | 23 0,0018 0,0051 0,0003 5191 | 0,000 e
IS | [2-3G] | 7 0,1226 0,4826 0,0351 3,494 | 0,013 *
24G | 23 0,0993 0,4593 0,0176 5620 | 0,000 o
IM | [23G] | 7 -0,03850 0,0415 0,0088 4352 | 0,005 **
24G | 23 -0,0430 0,0370 0,0054 7,851 | 0,000 o
AC | [2-3G] | 7 0,0002 0,0035 0,0014 0,190 | 0,856 NS
>4G | 23 0,0044 0.0077 0.0012 2,275 | 0,033 *
IR | [23G] | 5 20,8619 14680 0,0766 11,251 | 0,000 T
24G | 19 -1,1636 1,1663 0,1042 11,164 | 0,000 o
ECS | [2-3G] | 5 0,3557 1,8157 02188 1,626 | 0,121 NS
>4G | 19 0,5560 2,0160 0,5129 1,084 | 0,339 NS

significatif ; * : P<0.05 ; ** : P<0.01 ; *** : P<0.001 et NS : non significatif

4.5 Etude des différents biomarqueurs en fonction de la parité des couples
Les couples ont été classé en fonction de leur parité en deux classes : les couples qui n’ont aucune parité et

ceux qui ont plus qu’une parité(>1).

4.5.1 Indice de Prolifération

Les couples qui ont plus qu’une une paritéont la moyenne d’indice de prolifération (IP) la plus supérieure
(1,0407+0.0122)(Figure 91).La comparaison de la moyenne de I'IlP de chacune des deux classes a la
moyenne des témoins (1,5900+0,00) a montré une différence tres hautement significative pour les deux

classes (p<0,001) (Tableau 19).

4.5.2 Fréquence des Micronoyaux

La valeur moyenne de la fréquence des micronoyaux de la premiere classe « aucune parité » est la plus
élevée (0,0063+0,0003), suivie par celle de la deuxieme classe (0,0044+0,0004)(Figure 92). La comparaison
de la moyenne de la fréquence des micronoyaux de chaque classe de parité a la moyenne des témoins
(0,0033+0,00) a montré une différence tres hautement significative pour la premiere classe (aucune parité)

(p<0,001), et elle est significative pour la deuxieme classe (>1 parité) (p<0,01) ; (Tableau 19).
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Figure 90: Valeur moyenne de I'IP et paritéFigure 91: Valeur moyenne de la fréquence des MNX et parité

4.5.3 Indice de Stimulation

La figure 93 montre que la moyenne de I'indice de stimulation (IS) de la deuxiéme classe (P>1) est plus
supérieure (0,5042+0,0275), par rarpport a la premiére classe (OP) (0,4527+0,0181) (Figure 93).La
comparaison de la moyenne de I'lS de chacune des deux classes de parité a celle des témoins (0,3600+0,00)
a montré une différence trés hautement significative pour la deuxiéme classe (p<0,001) et trés significative

pour lapremiére classe (p<0,01) (Tableau 19).

4.5.4 Indice Mitotique

La moyenne de I'indice mitotique de la deuxiéme classe (P>1) est la plus élevée (0,0444+0,0088)(Figure 94).
La comparaison de la valeur moyenne de l'indice mitotique de chacune des deux classes de parité a la
moyenne des témoins (0,0800+0,00) a montré une différence trés significative pour la premiere classe

(p<0,01), et trés hautement significative pour la deuxiéme classe (p<0,001) (Tableau 19).
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Figure 92: Valeur moyenne de I'lS et parité Figure 93: Valeur moyenne de I'lM et parité

4.5.5 Taux des aberrations chromosomiques
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La moyenne des aberrations chromosomiques de la premiéreclasse de parité (P=0) est plus élevée
(0,0078+0,0032) par rapport ala deuxieme classe (P>1) (Figure 95). La comparaison de la moyenne du taux
des aberrations chromosomiques de chacune des deux classes a la moyenne des témoins (0,0033+0,00) n’a

pas montré de différence significative (p>0,05) pour les deux classes(Tableau 19).
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Figure 94: Valeur moyenne du taux des AC et parité

4.5.6 Indice de Réplication

La figure 96 montre que la moyenne de l'indice de réplication de la deuxieme classe (P>1) est la plus
supérieure (1,4508+0,1503). La comparaison de la moyenne de I'IR de chacune des deux classes de parité a
la moyenne des témoins (2,33+0,00) amontré une différence trés hautement significative pour la premiére

classe (P<0,001) et trés significative pour la deuxieme (p<0,05) (Tableau 19).

4.5.7 Echanges entre les chromatides sceurs

La moyenne des taux des échanges entre les chromatides sceurs de la premiere classe (P=0)
(2,2266+0,3493) est plus élevéepar rapport a celle de la deuxiéeme classe (1,7344+0,2360) (Figure 97). La
comparaison de la moyenne des échanges entre les chromatides sceurs de chacune des deux classes a celle
des témoins (1,4610,00) n’a pas montré de différence significative (p>0,05) pour les deux classes

(tableau 19).
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Figure 95: Valeur moyenne de I'IR et parité Figure 96: Valeur moyenne du taux des ECS et parité
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Cesdonnées confirment que les couples nullipares ont une instabilité chromosomique plusmarquée, ils ont

lafréquence de micronoyaux(p<0,001) la plus élevée et les indices (IP, IS, IM, IR) les plus bas.

Tableau 14: Résultats statistiques des biomarqueurs en fonction de la parité des couples

N Différence Moyenne Erreur t p Interprétations
moyenne std

IP P=0 7 10,5843 1,005 = 00355 | -16456 | 0000 o
P>1 23 -0,5493 1,0407 | 00122 | -4775 | 0000 o
MN P=0 7 0,0030 0,0063 | 00003 | 7,620 | 0,000 o

P>1 23 0,0011 0,0044 | 00004 | 2,720 | 0012 "

IS P=0 7 0,1147 04527 | 00181 | 5113 | 0,007 **
P>1 23 0,1442 05042 | 00275 | 5226 | 0,002 "

IM P=0 7 -0,0439 0,0360 0,0054 -8,089 | 0,000 **
P>1 23 -0,0355 0,0444 | 00088 | -4009 | 0,007 o
AC P=0 7 0,0045 0,0078 | 00032 | 1,403 | 0,210 NS
P>1 23 0,0031 0,0064 | 0,0018 1,736 | 0,097 NS
IR P=0 6 -1,1746 1,1553 0,1010 | -11,630 0,000 o
P>1 18 -0,8791 14508 | 0,1503 | -5846 | 0,002 *
ECS P=0 6 0,7666 2,2266 | 03493 | 2,195 | 0,080 NS
P>1 18 0,2744 1,7344 | 0,2360 1,163 | 0,261 NS

significatif ; * : P<0.05 ; ** : P<0.01 ; *** : P<0.001 et NS : non significatif
4.6 Evolution des biomarqueurs en fonction du nombre de fausses couches
Les couples ont été classés en fonction du nombre de fausses couches en trois classes; la premiere classe :
les couples qui ont eu deux FCS; la deuxieme classe, sont les couples qui ont eu trois FCS, la troisieme

classe, sont ceux qui ont eu quatre FCS et plus.

4.6.1 Indice de Prolifération

Les couples de la premiere classe (2FCS) ont la moyenne la plus supérieure (1,047+0,0189), suivie par la
deuxiéeme classe (3FCS) (1,0016+0,0398),puis en dernier la troisieme classe(=>4FCS)(0,9955+0,0874)
(Figure98). La comparaison de la moyenne de l'indice de prolifération des trois classes de FCS a celle des
témoins (1,5900+0,00) a montré une différence trés hautement significative (p<0,001) pour les trois

classes (Tableau 20).

4.6.2 Fréquence des Micronoyaux

La figure 99 montre que la moyenne de micronoyaux augment avec le nombre d’accidents abortifs. Ainsi,
la moyenne des micronoyaux de la troisieme classe (>4 fausses couches et plus) est la plus élevée
(0,0060+0,0009), suivie par celle de la deuxieme classe (0,005+0,0007) et la moyenne de la premiére classe

est la plus basse (0,0041+0,0005).La comparaison de la moyenne des micronoyaux des trois classes de FC a
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la moyenne des témoins (0,0033+0,00) a montré une différence tres hautement significative (p<0,001) pour

la troisieme classe (>4 FC) (Tableau 20).

1.047
1.05 -

1.04 - 0.007 1 0.006

1.03 - 0.006 - 0.005

1.02 - m 2FC 0.005 { 0.0041 m 2FC
1.01 - 10016 s m3FC 0.004 - m 3FC
0.9; m=4FC  0.003 - > 4FC
0.08 - 0.002 -

0.97 - 0.001 -

0.96 0

Figure 97: Valeur moyenne de I'lP et nombre de FCFigure 98: Valeur moyenne de la fréquence des MNX et nombre de FC

4.6.3 Indice de Stimulation

La moyenne de l'indice de stimulation de la troisieme classe (>4FC) est plus élevée par rapport aux deux
autres classes (0,4992+0,0264) (Figure 100). La comparaison de la moyenne de I'lS des trois classes a la
moyenne des témoins (0,3600+0,00) a montré une différence significative pour la premiére classe (p<0,05)

et trés significative pour la deuxiéme classe (p<0,01) et la troisieme classe (p<0,01) (Tableau 20).

4.6.4 Indice Mitotique

La moyenne de l'indice mitotique de la premieére classe (2FC) est plus supérieure (0,0398+0,0091) par
rapport aux deux autres classes. Tandis que celle de la troisieme classe (3FC) est la plus inférieure
(0,0337+0,0085) (Figure 101). La comparaison de la moyenne de I'IM de chacune des trois classes a celle
des témoins (0,0800+0,00) a montré une différence trés hautement significative (p<0,001) pour la
deuxiéme classe (3FC), et elle est trés significative (P<0,01) pour la premiére (2FC) et la troisieme classe

(>4FC) (Tableau 20).

0.4992
0.5 7 0.0398
0.04 0.0389
48 -
0.48 0.4624
0.038 -
4 m 2FC
0.46 W 2FC
m 3FC 0.036 -
W >4FC 0.0337
0.42 - 0.034 -+ W 4FC
0.4 - 0.032 -+
0.38 0.03
Figure 99: Valeur moyenne de I'lS et nombre de FC Figure 100: Valeur moyenne de I'lM et nombre de FC

4.6.5 Taux des aberrations chromosomiques
La figure 102 montre que la moyenne du taux des aberrations chromosomiques (0,0052+0,0019) est plus

basse chez les couples ayant eu deux FCS, tandis que cette moyenne est plus élevée (0,0083+0,0034) chez
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les couples ayant eu quatre FCS et plus. La comparaison de notre échantillon a la moyenne des témoins

(0,0033+0,00) a montré une différence significative (p<0,05) pour la troisieme classe (>4FC)(Tableau 20).

0.01 -
0.008 -  2FC
0.006 - m 3FC
0.004 - W >4FC
0.002 -

0

Figure 101: Valeur moyenne du taux des AC et nombre de FC

4.6.6 Indice de Réplication

La moyenne de l'indice de réplication de la premiére classe (2FC) est plus élevée (1,2627+0,1413) par
rapport aux deux autres classes (Figure 103).La comparaison de la moyenne de I'indice de réplication des
trois classes de FCS a la moyenne des témoins (2,33+0,00) a montré une différence trés hautement
significative (p<0,001) pour la premiére (2FC) et la troisieme classe (>4FC). Cette différence est trés

significative pour la deuxiéme classe (p<0,01) (Tableau 20).

4.6.7 Echanges entre les chromatides soeurs

La moyenne des taux des échanges entre les chromatides sceurs des couples ayant eu quatre FCS et plus
dans leurs ATCDS (2,112+0,3910) est la plus supérieure, suivie par celle de la deuxieme classe (3FC)
(1,824+0,3814), tandis que celle de la premiere classe (2FC) (1,6554+0,3577) est la plus basse (Figure 103).
La comparaison de la moyenne des taux des ECS de chacune des trois classes de FCS a la moyenne des
témoins (1,460,000 a montré une différence significative (p<0,05) pour la troisieme classe

(>4FC)(Tableau 20).

2.5 -
1.28 1 1.2627 19762 212
1.26 - 1.2424 2 1 1.6554

m 2FC m 2FC
1.24 - 1.5 - 3FC

m 3EC n
1.22 -

1.1951 > 4FC 1 m >4FC

1.2 -
118 - 0.5 1
1.16 0

Figure 102: Valeur moyenne de I'IR et nombre de FCFigure 103: Valeur moyenne du taux des ECS et nombre de FC

En résumé, les couples qui ont fait plus d’accidents abortifs (>4FCS) ont affiché la fréquence la plus élevée
de Mn (p<0,001), le taux le plus élevé des AC (p<0,05), des ECS (P<0,05)et de I'indice de stimulation. Ils ont

aussi les indices (IP, IM,IR)les plus bas, témoignant de la perturbation du cycle cellulaire.Ces résultats
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refletent que les couples qui ont vécu I'histoire de plusieurs fausses couches dans leur antécédents ont plus

de dommages chromosomiques dans leur lymphocytes circulants.

Tableau 150: Résultats statistiques des biomarqueurs en fonction du nombre de fausses couches

N Er):,'fé‘igenr;c: e Egrtedur ; 3 Interpl)qrjtatio

2FC | 14 -0,5429 1,0470 0,0189 | -28,662 | 0,000 oA

Moyenne d'IP 3FC 7 -0,5883 1,0016 0,0398 | -14,753 | 0,000 ok ok

>4FC| 9 -0,5944 0,9955 0,0874 -6,798 0,000 * Ak

2FC | 14 0,0008 0,0041 0,0005 1,468 0,166 NS

Moyenne de MN 3FC 7 0,0017 0,0050 0,0007 2,172 0,073 NS

24FC | 9 0,0027 0,0060 0,0004 6,025 0,000 *oAk
2FC | 14 0,0649 0,4249 0,0226 2,867 0,029 *

Moyenne d'IS 3FC 7 0,1024 0,4624 | 0,0255 4,007 0,001 **
24FC | 9 0,1392 0,4992 0,0264 5,273 0,001 **

2FC | 14 -0,0401 0,0398 0,0091 -4,402 0,002 **

Moyenne d'IM 3FC 7 -0,0410 0,0389 0,0071 -5,707 0,000 oAk
>4FC| 9 -0,0462 0,0337 0,0085 -5,431 0,002 **

2FC | 14 0,0019 0,0052 0,0019 1,015 0,329 NS

Moyenne d'AC 3FC 7 0,0045 0,0078 0,0035 1,268 0,252 NS
24FC| 9 0,0050 0,0083 0,0034 1,465 0,047 *

2 FC 11 -1,0622 1,2627 0,1413 -7,513 0,000 *xk

Moyenne IR 3 FC 5 -1,0875 1,2424 0,1846 -5,889 0,004 *k

24 FC 8 -1,1348 1,1951 0,1466 -7,738 0,000 *kx

2 FC 11 -3,1445 1,6554 0,3577 0,546 0,597 NS

Moyenne ECS 3FC 5 -2,9760 1,9762 0,2596 1,988 0,087 NS
24 FC 8 -2,6880 2,1120 0,3910 1,667 0,029 *

Significatif ; * : P<0.05 ; ** : P<0.01 ; *** : P<0.001 et NS : non significatif

4.7 Evolution des biomarqueurs en fonction du nombre d’enfants vivants
Les couples ont été classés en deux classes en fonction du nombre d’enfants vivants (EV) ; la premiere
classe regroupe les couples qui n’ont aucun enfant vivant (OEV); la deuxieme classe regroupe ceux qui ont

eu au moins un enfant vivant (01EV).

4.7.1 Indice de Prolifération

La moyenne de l'indice de prolifération (IP) de la classe des couples qui ont eu au moins un enfant vivant
est la plus supérieure (1,0270+0,0367)(Figure 105).La comparaison de la moyenne de l'indice de
prolifération de chacune des deux classes des couples classés selon le nombre d’enfants vivants a la
moyenne des témoins (1,5900+0,00), a montré une différence trés hautement significative (p<0,001) pour

les deux classes (Tableau 21).

4.7.2 Fréquence des Micronoyaux

La moyenne de la fréquence de Micronoyaux (0,0051+0,0005) de la premiere classe (OEV) est la plus élevée
(Figure 106). La comparaison de la moyenne des Micronoyaux de chacune des deux classes a la moyenne
des témoins (0,0033+0,00) a montré une différence trés significative pour la premiere classe (p<0,01) et

significative pour la deuxiéme classe (p<0,05) (Tableau 21).
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Figure 104: Valeur moyenne de I'IP et nombre d'EV

4.7.3 Indice de Stimulation
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0.0048 -+

0.0047

0.0047 -+

0.0046 -+

0.0045
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Figure 105: Valeur moyenne de la fréquence des MN et nombre d'EV

La moyenne de l'indice de stimulation (IS) de la classe des couples qui n’ont aucun enfant vivant est la plus

supérieure (0,4998+0,0253)(Figure 107). La comparaison de la moyenne de l'indice de stimulation de

chacune des deux classes de couple classés selon le nombre d’enfants vivants a la moyenne des témoins

(0.36004£0,00) a montré une différence trés hautement significative (p<0,001) pour les deux classes

(Tableau 21).

4.7.4 Indice Mitotique

La figure 108 montre que la moyenne de l'indice mitotique de la deuxiéme classe (>1EV)est la plus élevée

(0,0399+0,0068). La comparaison de la moyenne de notre échantillon a la moyenne des témoins

(0,0800+0,00) a montré une différence tres hautement significative pour les deux classes (p<0,001)

(Tableau 21).

0.4998
0.5 1
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Figure 106: Valeur moyenne de I'lS et nombre d'EV
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4.7.5 Taux des aberrations chromosomiques
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Figure 107: Valeur moyenne de I'lM et nombre d'EV
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La moyenne des aberrations chromosomiques de la premiére classe (OEV) est la plus élevée
(0,0070+0,0019) (Figure 109).La comparaison de la moyenne des aberrations chromosomiques de notre
échantillon a la moyenne des témoins (0,0033+0,00) a montré une différence significative (p<0,05) pour la

la premiére classe (OEV)(Tableau 21).

0.008 - 0.007
0.005
0.006 - OEV
0.004 -+ m=1EV
0.002 -+
0

Figure 108: Valeur moyenne du taux des AC et nombre d'EV

4.7.6 Indice de Réplication

La moyenne de l'indice de réplication de la deuxiéme classe (>=1EV) est la plus élevée (1,2659+0,1321)
(Figure 110). La comparaison de la moyenne de I'indice de réplication des deux classes a celle des témoins
(2,33+0,00) a montré une différence trés hautement significative (p<0,001) pour les deux classes (tableau

21).

4.7.7 Echanges entre les chromatides sceurs

La moyenne des échanges entre les chromatides sceurs de la deuxiéme classe (>1EV) est la plus élevée
(1,9015+£0,2840) (Figure 111). La comparaison de la moyenne des échanges entre les chromatides sceurs de
chacune des deux classes de couples a la moyenne des témoins (1,46+0,00) n’a pas montré de différence

significative (p>0,05) pour les deux classes (Tableau 21).

1.28 + 1.2659
1.92 1 1.9015
1.26 - 1.9 4
1.24 - 1.88 1
1.86 -
1.22 4 OBV OEV
1.84 -
1.195 m=1EV m=1EV
1.2 A 1.82 - 1.8054
1.18 4 1.8 A
1.78 -
1.16 -
1.76 -
y
1.14 1.74
Figure 109: Valeur moyenne de I'IR et nombre d'EV Figure 110: Valeur moyenne du taux des ECS et nombre d'EV

Les couples qui n'ont aucun enfant vivant affichent :
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e lafréquence de Micronoyaux la plus supérieure (p<0,05), et la moyenne d’IP, d'IM et d’IR les plus
basses par rapport aux couples qui ont au moins un enfant vivant ;

e le taux des aberrations chromosomiques (p<0,05) et I'indice de stimulation (p<0,001), les plus
supérieures (p<0,001) par rapport aux couples qui ont au moins un enfant vivant;

Les couples qui ont le plus de dommages chromosomiquesréussissent moins a avoir des enfants vivants.

Tableau 16: Résultats statistiques des biomarqueurs en fonction du nombre des enfants vivants

N Différence Moyenne Erreur t p Interprétations
moyenne std

IP Ev=0 | 13 -0,5932 0,9967 0,0422 | -14,042 | 0,000 *
Ev>1 | 17 -0,5630 1,0270 0,0367 | -15,357 | 0,000 ok

MN | EV=0 |13 0,0018 0,0051 0,0005 3,279 | 0,007 **

Ev>1 | 17 0,0014 0,0047 | 0,00049 2,857 0,011 *
IS Ev=0 | 13 0,1398 0,4998 0,0253 5,521 0,000 e
Ev>1 | 17 0,0780 0,4379 | 0,01776 4,424 | 0,000 e
IM Ev=0 | 13 -0,0423 0,0365 0,0064 -6,761 | 0,000 e
Ev>1 | 17 -0,0415 0,0399 0,0068 -5,860 | 0,000 e

AC Ev=0 | 13 0,0045 0,0070 0,0019 0,957 0,048 *
Ev>1 | 17 0,0020 0,0053 0,0020 1,043 0,317 NS
IR Ev=0 | 11 -1,1349 1,1950 0,1198 -9,472 | 0,000 e
EV>1 | 13 -1,0604 1,2659 0,1321 -8,025 0,000 ok
ECS Ev=0 | 11 0,3454 1,8054 0,2884 1,198 0,259 NS
Ev>1 | 13 0,4415 1,9015 0,2840 1,554 | 0,146 NS

4.8 EVOLUTION DES BIOMARQUEURS DE GENOTOXICITE EN FONCTION DU NOMBRE DES
GROSSESSES PERDUES EN PERIODE PERINATALE

Les couples ont été classés en deux classes en fonction du nombre des grossesses perdues (GP) pendant la
période périnatale. La premiére classe constituée des couples qui n’ont perdu aucune grossesse pendant

cette période, et la deuxieme classe constituée de ceux qui ont perdu au moins une grossesse.

4.8.1 Indice de Prolifération

La moyenne de l'indice de prolifération de la premiére classe (OGP) est la plus élevée (1,051+0,0129)
(Figure 112).La comparaison de la moyenne de l'indice de prolifération de chacune des deux classes a la
moyenne des témoins (1,5900+0,00) a montré une différence trés hautement significative (p<0,001) pour

les deux classes (Tableau 22).

4.8.2 Fréquence des Micronoyaux

La moyenne de fréquence des Micronoyaux de la deuxieme classe (>1GP) est la plus supérieure
(0,0053+0,0005) (Figure 113). La comparaison de la moyenne des micronoyaux de chacune des deux classes
de couples classés en fonction du nombre de grossesses perdues en périnatale a la moyenne des témoins
(0,0033+0,00) a montré une différence tres significative (p<0,01) pour la deuxieme classe (>=1GP) et

significative (p<0,05) pour la premiere classe (0GP) (Tableau 22).
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Figure 111: Valeur moyenne de I'IP et GP en périnatale

4.8.3 Indice de Stimulation

La moyenne de l'indice de stimulation de la premiére classe (OGP) est la plus élevée (0,4742+0,0185)
(Figure 114). La comparaison de la moyenne de I'indice de stimulation de chacune des deux classes a celle

des témoins (0,3600+0,00) a montré une différence trés hautement significative (p<0,001) pour la premiére

0.006

0.005

P 0.004
GP

0.003

0.002

0.001

0.0043

0.0053

m OGP

m=>1GP

Figure 112: Valeur moyenne de MN et Nbre GP en périnatale

classe (OGP), et elle est tréssignificative(p<0,01) pour la deuxiéme classe (>1GP) (Tableau 22).

4.8.4 Indice Mitotique

La moyenne de l'indice mitotique (IM) des couples qui n’ont perdu aucune grossesse est la plus élevée
(0,0406+0,0060) par rapport a I'autre classe (>1GP) (Figure 115). La comparaison de la moyenne de I'IM de

chacune des deux classes a la moyenne des témoins (0,0800+0,00) a montré une différence trés hautement

significative (p<0,001) pour les deux classes (Tabl

0.4742
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0.465 -
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0.4538 m>1GP
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0.45 -
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Figure 113: Valeur moyenne de I'lS et Nbre de GP en périnatale

4.8.5 Taux des aberrations chromosomiques

La moyenne des taux des aberrations chromosomiques de la deuxieme classe (>1GP)est la plus supérieure

(0,0095+0,0024) (Figure 116).La comparaison de la moyenne des taux desAC des couples classés en

eau 22).

0.041 +
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0.038 -
0.037 A
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0.035 -~
0.034 -
0.033 -~

0.032

0.0406

m OGP
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Figure 114: Valeur moyenne de I'lM et Nbre de GP en périnatale
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fonction du nombre des GP en périnatale a la moyenne des témoins (0,0033+0,00) a montré une différence

significative pour la deuxiéme classe (p<0,05) (Tableau 22).

0.0095
0.01 +

0.008 -

m OGP
0.006 -

0.0035 m=1GP
0.004 -

0.002 A

Figure 115: Valeur moyenne du taux des AC et nombre de GP en périnatale

4.8.6 Indice de Réplication

La figure 117 montre que la moyenne de l'indice de réplication de la premiére classe (0GP) est la plus
élevée (1,3142+0,1295). La comparaison de la moyenne de I'indice de réplication (IR) de chacune des deux
classesa la moyenne des témoins (2,33%0,00) a montré une différence trés hautementsignificative

(p<0,001) pour les deux classes (Tableau 22).

4.8.7 Echanges entre les chromatides sceurs

La moyenne des taux des échanges entre les chromatide sceurs des couples qui ont perdu plus d’une
grossesse en périnatale est la plus supérieure (2,02+0,2487) (Figure 118). La comparaison de la moyenne
des ECS de chacune des deux classes a celle des témoins (1,46+0,00) a montré une différence significative

(p<0,05) pour la deuxieme classe (tableau 22).

1.35 - 1.3142
1.3 4 25 - 22
1.25 -
m OGP 2
1.2 A 1.4527
m=1GP 1.5 - m 0GP
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1.1 - [
1.05 - 0.5 A
! 0
Figure 116: Valeur moyenne d I'IR et nombre de GP périnatale Figure 117: Valeur moyenne des ECS et nombre de GP en périnatale

Les couples qui ont perdu au moins une grossesse en période périnatale ont :

e lafréquence la plus élevée de MN, et les taux les plus élevés des AC, et des ECS ;

e Etles moyennes les plus basses des indices : IP, IS, IM et IR.
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A la lumiere de ces résultats, il s’avére que les couples qui ont un niveau élevé de génotoxicité ; ont

tendance a perdre plus de grossesses en période périnatale (Tableau 22).

Tableau 17: Résultats statistiques des biomarqueurs en fonction des grossesses perdues en périnatale

N | Différence moyenne | Moyenne | Erreur std t p Interprétations
IP 0GP | 16 -0,5389 1,0510 0,0129 -41,715 | 0,000 rx
>1Gp | 14 -0,6186 0,9713 00556 | -11,119 | 0,000 o
S OGP | 16 0,0010 0,0043 | 0,0004 2,259 | 0,042 :
>1GP | 14 0,0020 0,0053 0,0005 3,838 0,002 *
IS 0GP | 16 0,1142 0,4742 0,0185 6,149 0,000 e
>1GP | 14 0,0938 0,4538 0,0263 3,558 0,004 **
IM 0GP | 16 -0,0393 0,0406 0,0060 6,598 | 0,000 e
>1Gp | 14 -0,0450 0,0350 0,0073 -6,122 | 0,000 Hox
AC oGP | 16 0,0002 0,0035 0,0014 0,190 0,852 NS
>1GP | 14 0,0062 0,0095 0,0024 2,534 0,023 *
IR 0GP | 13 -1,0157 1,3142 0,1295 -7,838 | 0,000 e
>16P | 11 11,2013 11286 | 01115 | -10,770 | 0,000 o
ECS 0GP | 13 -0,0072 1,4527 0,2831 -0,026 | 0,980 NS
>16p | 11 0,7400 2,2000 0,2487 2,975 0,012 *

Significatif ; * : P<0.05 ; ** : P<0.01 ; *** : P<0.001 et NS : non significatif

5
5.1

CORRELATION ENTRE LES DIFFERENTS PARAMETRES ETUDIES
CORRELATION DE RHO SPEARMAN

Pour comprendre les liens existants entre les différents indicateurs testés d’'une part et entre ces derniers

et certaines variables relatives aux couples d’autre part, nous avons étudié les différentes corrélations

possibles. Le tableau23 résume les principaux résultats obtenus, ainsi on note :

3
3
<
<

Y/
0'0

Une corrélation positive tres significative entre I'lP, 'lM et I'IR ;

L’IP est corrélé positivement avec le taux AC et des ECS ;

L'IM est corrélé positivement avec I'lS (p<0,01) ;

Une corrélation positive entre la fréquence de Mn et le nombre de FC;

L'IM est corrélé positivement et d’'une fagon tres significative a I'IR, les ECS et d’une fagon
significative aux taux des AC. Il est corrélé négativement a I'age a la ménarche.

Une corrélation entre I'IR et les ECS s’est révélée significativement positive (p<0,05).

le nombre de fausses couches (FC), la gestité et le nombre de grossesse perdues en périnatale (GP)
sont corrélés d’une fagon tres significative.

Une corrélation positive tres significative entre la gestité, la parité et le nombre de grossesses
perdues en périnatale.

Une corrélation positivetres significative entre la parité, le nombre d’enfants vivants et le délai

intergénésique.
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Néanmoins, des corrélations importantes quoiqu’elles n’aient pas atteint le seuil de significativité ont été

trouvées entre certains parametres.

Tableau 18: Résultats des corrélations

Corrélation de Rho Spearman

variabl | IP | MN | 1Is IM AC IR [ecs e Jeestité PParite [Ev  leP  Ménarchlo
e e
P 1 |- 0,339 | 0,586 | 0,435 Jo,558*|0,482*0,159 fo,086 }0,056 [0,093 0,011 }o0.292 |o,095
0,03 %k %k * 5k
3
M |1 0,017 | 0,061 | 0,347 J0,191 [o,161 [o0,427 0,178 }0,177 }0,015 Jo,248 }0,081 }0,072
N 5k
IS 1 0,742 | 0,145 [0,343 |o,356 [0,137 J0,023 }0,319 }0,321 Jo,2132 }o0,296 }o,118
%k %k
IM 1 0,432 |o,636*|0,580*]0,055] 0,001 |-0,152 |-0,085] 0,013 |-0,365* |0,109
* * *
AC 1 0,256 | 0,149 [0.179] 0,206 |-0,024 | 0,232 |-0,020] -0,056 |0,172
IR 1 Jo,471*]0,094]-0,204 |-0,399 |-0,289]-0,017] -0,371 }-0,194
Ecs h I 0,070 F0,072 lo,066 |o,101 |p,087 |b,260
0,041
|FC 1 0,586* [0,253 |0,142 Jo,759* 0,093 0,015
5k 5k
Gestit 1 D,524* [o,424* Jo,800*|p,033 0,355
é Ik 5k
|Parité 1 0,796* fo,115 fo,006 |o,597*
5k ok
EV 1 10,139 f0,077 |o,700*
L
P | p,068  |o,006
hge | 0,095
Ménar
he
DI 1
5.2 ANALYSE EN COMPOSANTE PRINCIPALE (ACP)

Pour compléter I'’étude des résultats nous avons procédé a I'analyse en composante principale dont les

parameétres de |'analyse sont les suivants (Tableaux 24, 25) :

Tableau 19: Statistiques descriptives

variables Moyenne Déviation N
standard

Nombre de fausses couches (FC) 3,2000 1,9722 30
Gestité 4,6333 2,0083 30
Parité 1,4000 1,1626 30
Enfants vivants (EV) 0,8000 0,8470 30
Grossesses perdues en périnatale 3,8000 1,9896 30
(GP)

IP 1,0138 0,1498 30
MN 0,0048 0,0020 30
IS 0,4647 0,0856 30
IM 0,037983 0,0253 30
AC 0,006603 0,0086 30
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Tableau20: Vriance totale expliquée

Composantes Valeurs propres initiales
Total % de la Variance % Cumulés

1 3,142 31,415 31,415
2 2,360 23,599 55,015
3 1,755 17,552 72,567
4 1,047 10,469 83,036
5 0,717 7,166 90,202
6 0,581 5,808 96,010
7 0,263 2,630 98,640
8 0,132 1,320 99,960
9 0,004 0,040 100,000
10 9,551E-016 9,551E-015 100,000

L’analyse en composante principale (ACP) (Figure 119) a conduit a la construction de la carte qui nous a

permis d’interpréter I'’homogénéité des parameétres étudiés. Pour ce faire nous avons choisi les

composantes 1 et 2 parce qu’ils apportent plus d’informations (55,015%)sur la distribution des parameétres

selon les valeurs de : IP, MN, IS, IM, AC, IR, ECS, le nombre de fausses couches (FC), le nombre d’enfants

vivants (EV), la gestité, la parité, et le nombre de grossesses perdues en période périnatale (GP).

La figure 119 représente la dispersion des nuages des points qu’est traduit par une structuration claire des

parametres étudiés en trois groupes distincts :

2 Le premier groupe se trouve au cadrant (X+, Y+) renfermant le nombre de fausse couche (FC), le

nombre de grossesses perdues en périnatale (GP), la gestité, la valeur du taux des aberrations

chromosomiques (AC) et la valeur de la fréquence des micronoyaux (MN),

affinité trés importante.

reflétant ainsi leur

X Le deuxiéme groupe se situe également au cadrant (X+, Y+), incluant I'IP, I'IM, I'lS, ce qui est

confirme leur lien.

Component Plot in Rotated Space
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Figure 118: Représentation d'analyse en composante principale
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. Le troisitme groupe se trouve du cOte opposé au niveau du cadrant (x+, Y-) refléte une

homogénéité entrela parité et le nombre d’enfant vivants (EV).
L'analyse en composante principale, a mis en évidence :

e |arelation trés étroite entre le degré de dommages chromosomiques, mesurés a I'aide du test des
Micronoyaux, et celui des aberrations chromosomiques; et le nombre de grossesse, la perte de

grossesse a la fois précoce (FC) et tardive (période périnatale) ;
e lelienentre la parité et le nombre d’enfants vivants ;

e et I’évolution a la fois du nombre d’enfants vivants et de la parité dans le sens opposé des trois

indices «I'lS, I'IM et I'IP ».
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ANALYSE ET DISCUSSION DES RESULTATS
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PROFIL DES COUPLES SOUFFRANT D’AVORTEMENTS
SPONTANES PRECOCES A REPETITION

“ OU SONT PASSEES TOUTES LES CONCEPTIONS ? ™’
"WHERE HAVE ALL THE CONCEPTIONS GONE? ”

(C.J.ROBERTYS)

L'espéce humaine se caractérise par une importante mortalité prénatale, principalement due aux
anomalies de nombres des chromosomes (aneuploidies). C’est Henri Leridon, épidémiologiste, qui a pour la
premiere fois montré de fagon explicite qu’il existait dans notre espéce une forte mortalité prénatale
[Leridon, 1977]. Le recensement des grossesses et de leurs issues dans une large cohorte de femmes lui a
permis de montrer que moins de 40 % des grossesses arrivaient a terme et que les accidents survenaient

tres majoritairement durant le premier trimestre de gestation.

Les chances de concevoir un enfant vivant a terme, sans aide médicale, sont estimées entre 21 a 28 % par
cyclenaturel pour les femmes agées de 20 a 30 ans [Miller et al., 1980] et la plupart des échecs reproductifs

seraient dus a des anomalies chromosomiques des gamétes ou au niveau embryonnaire.

Les changements de style de vie avec la retardation du projet parental ont augmenté l'incidence globale
des complications de la grossesse [Dietl, 2005; Iborra et al., 2005]. L'exposition a des facteurs toxiques
endogenes et exogenes, produit des dommages de I'ADN, ce qui pourrait affecter plusieurs processus
physiologiques associés a la santé de la grossesse. Est-ce depuis les stades précoces tels que la maturation
des ovocytes et la qualité du sperme jusqu'aux processus de fin de gestation impliqués dans la placentation

et le développement foetal.

C'est dans cette optique que ce travail a tenté d’évaluer le degré de génotoxicité dans les cellules
somatiques (lymphocytes) des couplessouffrant de FCR. Plusieurs aspects ont été alors cernés ; cette partie
de la thése relate I'analyse et la discussion des différents volets auxquels on est parvenu et qui vont
constituer une base pour la formulation de propositions et de recommandations pratiques en vue

d’améliorer la prise en charge de ces couples.

On a constaté que les fausses couches a répétition sont I'apanage des couples appartenant a une classe
sociale basse ou moyenne. Plus de la moitié des couples est originaire et résidente en milieu rural (56,67%)
et 90% d’entre elle ont un bas niveau intellectuel. La moitié des couples est de bas niveau socio-
économique, I'autre moitié est de moyen niveau socio-économique et 96,7% ont déclaré ne pas avoir de
couverture sanitaire. En effet, I'absence de moyens financiers, et une bonne éducation des couples,
pourraient constituer des obstacles a l'acces aux soins et surtout aux soins périnataux. Ces résultats

rejoignent ceux obtenus par d’autres études rapportées dans la littérature [Buss et al., 2006, Maconochie
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et al., 2007, Rachootin et al., 1982], d’ou l'intérét d’améliorer a la fois le niveau socioéconomique des

couples et I'acces aux soins, pour réduire les complications liées a la grossesse (FCR).

Le mariage consanguin est un probléeme social majeur dans notre société, en particulier dans les zones
rurales et parmi les familles a faible éducation. Il est fréquent dans les populations arabes [Bener et al.,
2006, Gazali et al., 2006] mais seules quelques études se sont intéressées a l'association des FCR a la
consanguinité [Jaber et al., 2007, Saad et al., 2002]. Bien qu'il existe des informations considérables sur les
effets du mariage consanguin sur l'issue de la procréation, il existe un nombre limité des études sur son lien
avec la répétitiondes fausses couches. La notion de consanguinité a concerné 16,7% des couples. Le groupe
de couples chez qui, on ne trouve pas de notion de consanguinité, est le groupe qui a fait plus de fausses
couches (89,58%) dans ses antécédents. On pense souvent que ces mariages réduisent la fécondité, soit
enmodifiant laprévalence de la stérilité, ou en augmentant le taux d’avortement. Cependant, plusieurs
rapports a travers le monde ont confirmé des niveaux réduits de stérilité et une augmentation du taux de
fécondité dans les mariages consanguins. Cela doit étre en raison d'une compatibilité immunologique

accrue entre la mere et le foetus [Schull et al., 1970; Rao et Inbaraj, 1977].

L'impact de la consanguinité sur la fertilité humaine et la mortalité périnatale reste controversé. Il y a des
études qui ne trouvent pas de différence entre les couples ayant un lien de consanguinité ou non
[Abdulrazzaq et al., 1997; al-Abdulkareem et Ballal, 1998; Demirelet al., 1997; Jain et al., 1993; Khlat, 1988].
D’autres ont établi une relation entre la consanguinité et diverses formes d'infertilité [Zlotogora, 1997] ou
des taux élevés d'avortement spontané et de morti-naissance [Hussain, 1998; Khoury et Massad, 2000;
Kulkarni et Kurian, 1990; Stoll et al., 1999; Yassin, 2000]. Il reste a noter qu’il n'y a que quelques données

sur I'impact de la consanguinité sur les FCR [Hoet al., 1991].

Il existe une relation significative entre le mode de vie des couples et la perte feetale. Ainsi, de nombreux
facteurs ont été décrits, comme des facteurs de risque de fausses couches spontanées. D’aprés le présent
travail, les hommes fumeurs ont représenté 23,3%, et leurs épouses sont exposées a la fumée du tabac
(tabagisme passif). Le tabagisme a un effet néfaste sur le trophoblaste et est associé a un risque accru de
fausse couche dose-dépendant. Soares et al (2007) ont trouvé que lors de ['utilisation d'ovocytes de
donatrices, les femmes qui fumaient de 0 a 10 cigarettes par jour avaient un taux de grossesse
significativement plus élevé (52,2%) que les femmes qui fumaient 10 cigarettes ou plus par jour (34,1%).
Ceci suggére qu'un environnement utérin compromis en raison de la fumée de cigarette était responsable
d’un taux de grossesse plus faible chez les fumeuses. Les altérations au niveau de |'ovaire, de la trompe et
le fonctionnement utérin, ainsi que des perturbations au niveau des hormones contribuent probablement a

I'infertilité et aux fausses couches observées chez les femmes fumeuses.

Le tabagisme pourrait avoir un impact sur l'intégrité de I'ADN du sperme, plusieurs études ont noté une
augmentation des dommages de I'ADN sous ses effets [Calegero et al., 2009, Viloria et al., 2007, Kunzle et
al., 2003]. Saleh et al (2003) ont attribué I'augmentation des dommages de I'ADN a une augmentation de la

guantité des leucocytes séminaux, qui peuvent avoir augmenté la génération des especes réactives de
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|'oxygene [Saleh et al., 2003, Agarwal et al., 2006]. Le mécanisme exact par lequel les leucocytes et les
especes réactives de l'oxygene affectent la fertilité reste non clair, bien qu'il soit supposé étre lié a la

réponse inflammatoire induite par les métabolites de la fumée de cigarette [Saleh et al., 2003].

La fonction endocrinienne peut également étre affectée par le tabagisme, car I'augmentation des taux
sériques des deux hormones, « la FSH et la LH » et la diminution de la testostérone ont été rapporté
[Terzioglu, 2001]. Une étude prospective auprés de couples mariés depuis peu; chez qui des dosages
biologiques ont été réalisés pour détecter les grossesses précocement; a rapporté une augmentation
du risque de fausse couche en association avec le tabagisme paternel [Venners et al., 2004]. Une
autreétude prospective n’a pas mis en évidence une augmentation durisque de fausses couches chez les

femmes non fumeuses en association avec I’exposition a la fumée du tabac[Windham et al., 1999].

Personne des couples étudiés ne consomme de l'alcool. Une méta analyse a mis en évidence une
augmentation du risque de FC sous l'effet de la consommation féminine d’alcool avec des seuils compris

entre 5 et 10 verres d’alcool par semaine [Kumar, 2011].

93,3% des femmes ont déclaré étre des consommatrices de thé et 30% d’entre elles sont des
consommatrices de café. Tandis que 100% des hommes consomment du thé et 60% consomment du café.
La substance chimique de la caféine est la 1,3,7-trimethylxanthine, on la retrouve dans le café, le
théetcertains sodas. Elle diminue le flux sanguin placentaire en augmentant le taux des catécholamines
circulantes [Kirkinen et al.,1983]. Si elle traverse la barriere placentaire, elle est peu métabolisée chez le

foetus du fait de I'immaturité du systeme enzymatique [Benammar et al, 2012].

Une consommation de la caféine en périconceptionnelle supérieure a 100 mg/j (plus d’une tasse de café)
est associée a une prévalence accrue de FCR.La caféine passe facilement de la mére au feetus par le
placenta. le feetus en développement peut avoir des taux sanguins decaféine plus élevés que sa mere en
raison d'un métabolisme immature [Klebanoff, et al., 1999]. Certaines études ont montré que les femmes
enceintes qui consommaient de grandes quantités de caféine (cing tasses ou plus de café par jour) étaient
deux fois plus susceptibles de faire une fausse couche que celles qui consommaient moins. On pense
également qu'un apport élevé en caféine pourrait augmenter le risque de perte foetale, d'accouchement
prématuré et de bébé a faible poids de naissance [Bolumar, et al., 1997; Ford, et al., 1998 et Eskenazi,

1999].

Les couples de I'étude ont déclaré qu’ils consommaient I’eau de robinet dans 53,3% des cas, le reste de
consommaient I'eau de puits (36,7%), et I'eau de source (10%). L'étude du nombre de fausses couches en
fonction de I’'eau consommée a montré une différence significative (p<0,05) pour I’'eau de source et proche
de la significativité (p=0,065) pour I’eau de puits. D’autres travaux ont rapporté I'existence d’un lien entre la
nature de I'eau consommée et la survenue de fausse couche. Une étude faite sur des femmes enceintes a
révélé une augmentation significative des avortements spontanés chez celles qui buvaient I’'eau du robinet

en opposition a celles qui buvaient de I'eau embouteillée. En se basant sur des études comparables, les
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buveuses d'eau comercialisée semblaient avoir eu un faible risque, et les buveusesde I'eau souterraine

pourraient avoir eu des risques légérement élevés de FC [Irva et al., 1989].

La majorité des femmes étudiéessont en surpoids (76,67%) et 3,33% sont obeéses. La comparaison
entrel’issuedelagrossesse (accouchement/FC) par rapport a I'IMC a montré une différence significative
(p<0,05). Ainsi, I'lMC influence I’évolution de la grossesse, des preuves récentes ont indiquéque les femmes
obeéses sous traitement contre l'infertilité ont un risque accru de fausse couchespontanée [Hamilton-Fairley
et al., 1992; Wang et al., 2000]. Cependant, ce point a été controversé par d’autres études qui n’ont pas
trouvé que I'obésité constitue un facteur de risque des FCR[Lashen et al., 1999 ; Roth et al., 2003 ; Risch et

al., 1990].

Lesfemmes ayant unantécédent pathologique ont representé 13,3% des cas. I'étude du nombre de FC en
fonction des ATCDS pathologiques des couples a montré une différence proche de la significativité
(p=0,075)(tableau 12). En effet une relation significative entreles maladies chroniques et les complications
liées a la grossesse, en particuliers les pertes foetales (FC) a été reconnue [Casson et al., 1997; Rosemary et
al., 2002, Rochat, et al., 1988]. Une multiplication par quatre du taux d'avortements spontanés a été
rapportée, chez les femmes enceintes diabétiques de type | [Casson et al., 1997; Rosemary et al., 2002]. Les
études de Rochat et ses collaborateurs ont également montré une perte maternelle et feetale significative
due a une hypertension incontrélée révélée au cours de la grossesseou aggravée par la grossesse. Une forte
association entre la perte foetale et les troubles thyroidiens a été également bien démontrée [Surrey et al.,

2002].

Bernhard et ses collaborateurs (2020), ont montré que la perte d'ADN et la stabilité du génome sont
associées aux maladies métaboliques. La résistance a l'insuline, le taux élevé de glucose sanguin, et
I'augmentation de la graisse corporelle (surpoids) sont liés a un état inflammatoire chronique élevé. Cela
amplifie le stress oxydatif, et entraine des dommages oxydatifs de I'ADN, altérant le processus de
prolifération cellulaire et entrainant des mutations. Ces événements augmentent tous la possibilité de
développer un dysfonctionement cellulaire des tissus et des organes. Ces dommages de I’ADN ont été

confirmés par une augmentation de la fréquence des micronoyaux selon I'étude[Bernhard et al, 2020].

Depuis les études précédentes sur les maladies chroniques, il existe une forte association entre avoir une
maladie chronique et la survenue d’avortement. Il faut s'attendre a ce que les couples qui souffrent de ces
maladies, auront un risque élevé de perte foetale. C'est dire qu’il faut contréler toute maladie chronique

avant de tenter a concevoir.

Un seul des couples étudiés a été traité pour une infection sexuellement transmissible (IST).Une
étudemultivariée mexicaine a conclu a I’absence d’association significative entre I'infection cervicale a HPV
et la survenue d’avortement [Conde-Ferraez et al, 2013]. Concernant les couples souffrant d’ASPR, cette
association avec l'infection cervicale a HPV n’est pas non plus retrouvée. Ainsi, une infection cervicale a

HPV n’est pas un facteur de risque d’ASPR. Conformément a la littérature, I'analyse de I’association entre
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une infection vaginale diagnostiquée sur un prélevement vaginal chez des femmes enceintes avant 16 SA et

larépétition des FCS a montré des résultats discordants [Donders et al., 2000 ; Nigro et al., 2001].

L’age moyen a la ménarche des femmes était 12,67ans. Les femmes qui ont eu leurs premiéres regles a un
age entre [12-15ans], ont fait le plus grand nombre de fausses couches (Figure44). Une corrélation négative
a été trouvée entre I’dge a la ménarche et I'indice mitotique (IM) (tableau 32).Cependant, on ne trouve pas
de différence significative entre les grossesses qui ont évolué vers des FCS et celles qui ont évolué vers un

accouchement(p>0,05) par rapport a I’age a la ménarche (Tableau12).

Le statut hormonal de la femme (hormones sexuelles), pourrait avoir un lien avec les pertes foetales. Les
données d'une enquéte norvégienne sur la planification familiale ont été exploitées pour étudier la relation
entre I'agea la ménarche et le taux d'avortement spontané. Ce taux était de 1,5 a 2 fois plus élevés chez les
femmes qui ont eu leurs premieres régles a 12 ans ou moins que chez celles ayant un age a la ménarche a
14 ans ou plus [ Liestgl, 1980]. La possibilité qu’une différence du taux puisse étre attribuée a des facteurs
sociaux a été examinée, mais aucune relation significative n’a été trouvée. Le lien entre I'age a la ménarche
et le taux d'avortement spontané peut s’expliquer par la baisse de la fertilité des jeunes meres rapporté par

Kiernan (1977).

Aucun travail a nos jours, n’a étudié I’age a la ménarche et son lien avec la génotoxicité. Seuls, Landi et ses
collaborateurs (1999), ont étudié les variations de la fréquence des MNX, des AC, et des ECS durant le cycle
menstruel. Ils ont observé des fluctuations significatives de la fréquence des ECS et des AC. Il a été
démontré que les ECS ont atteint une valeur maximale en fin de menstruation et une valeur faible au
moment de |'ovulation, tandis que les AC ont montré une augmentation continue du début du cycle
menstruel jusqu'au moment de I'ovulation et une diminution progressive par la suite. Il n’y avait pas de

fluctuation de la fréquence de MN de maniére statistiquement significative.

Il a été suggéré que les stéroides peuvent induire I'enzyme topoisomerase Il, impliquée dans les cassures et
le réassemblage de I'ADN double brin [D’Souza et al.,1988]. D'autre part, on sait que les hormones
sexuelles peuvent moduler |'activité des cytochromes P450 [Balogh et al., 1990; Henderson et al., 1992], qui
sont impliquées dans le métabolisme des mutagenes endogenes et exogenes. Une autre hypothése
concerne la mutagénicité des hormones elles mémes, mais pour l'instant il n'y a pas de preuves a l'appui

[Liehr et al., 1986]. Il apparait donc difficile de démontrer le réle direct des hormones dans la mutagénese.

86,7% des femmes sujettes de notre étude,ont déclaré avoir utilisé une contraception orale (CO) comme
méthode contraceptive pour une durée moyenne de 31 mois. Le délai entre I'arrét de la contraception
orale et la grossesse est de 1,96 mois en moyenne.Les résultats ont montré que le délai entre I'arrét de la
CO et le fait de concevoir, semble jouer un role dans l'issue de la grossesse (FC/accouchement) (p<0,05)
(Tableau 11), de méme I’étude du nombre de FC en fonction de la prise de CO avant Ig survenue de la FC a

montré une différence significative (p<0,05)(tableau 12).
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Les données de la littérature concernant la consommation des contraceptifs oraux et le risque de
faussecouche sont contradictoires. Enguidanos et ses collaborateurs ont conclu que leur consommation
pendant 2 ans et plus avant que la femme tombe enceinte pourrait étre associée a un risque de fausse
couche [Garcia-Enguidanos et al., 2005].Tandis que, Ford et ses collaborateurs (1995) ont démontré une
diminution tres significative du taux de FC chez les femmes agées de plus de 30 ans et qui ont utilisé la
pilule contraceptive pendant 9 ans ou plus. Etant donné que I'aneuploidie liée a I'dge chez I'Homme
survient probablement comme un résultat direct ou indirect de I'épuisement des follicules. lls ont proposé
que l'utilisation a long terme de la pilule contraceptive protege contre |I'avortement da a I'aneuploidie en

préservant le nombre de follicules.

Les données de plusieurs laboratoires suggerent que les cestrogenes et les progestatifs exogenes peuvent
provoquer des aberrations cytogénétiques dans les lymphocytes des femmes prenant des CO. D’autres
études n'ont pas démontré d'augmentation de cassures chromosomiques chez les utilisatrices de
pilules.Enplus des rapports sur les effets néfastes possibles des hormones synthétiques sur les
chromosomes lymphocytaires, une évaluation cytogénétique de huit avortements de femmes qui avaient
déja pris des CO, a révélé que six avaient des constitutions chromosomiques abérrantes [Carr, 1967]. Des
expériences ultérieures sur des rats [Beaconsfield et Ginsberg, 1968], des chiens [Williams et al., 1971], et
sur des hamsters [Williams et al., 1972] indiquent que ces composés peuvent induire des anomalies

cytogénétiques des cellules germinales.

Les hormones sexuelles féminines peuvent affecter d'autres processus métaboliques ou biochimiques avec
comme résultat une légere augmentation des dommages chromosomiques dans les lymphocytes. Plus de
80 agents physiques, chimiques et biologiques, ont été reconu comme des provocateurs de cassures
chromosomiques dans les cellules des mammiféres [Shaw, 1970]. Les hormones synthétiques pourraient
améliorer les propriétés de cassure chromosomique de l'un de ces agents ou d'interférer avec les

mécanismes de réparation chromosomique.

Elles interviennent dans divers parametres métaboliques et biochimiques de I'organisme, et il ne semble
pas déraisonnable de supposer que l'utilisation de contraceptfes oraux pourrait créer secondairement in
vivo une condition qui peut étre al’origine d’une légere augmentation de la fréquence des cassures
chromosomiques [Littlefield et al, 1975].Une enquéte plus large et plus approfondie serait nécessaire pour

mieux cerner ces constats.

L’age moyen des femmesest de 30,43+1,008 ans et la classe la plus agée est comprise entre [31-41 ans],
représentant 60% des cas. Cette classe d’age a le tauxle plus élevé de FC (68,75%). Ces résultats montrent
une augmentation du taux de FC avec l'augmentation de |'dge maternel. L’dge moyen des hommes est de
36,171,414 ans,la classe d’age [34-44 ans] représente plus de la moitié (53,34%). Le taux de FC de cette
classe d’age est le plus élevé (48,96%). Ces données corroborent celles raportées par la littérature, il est
bien connu que le risque d’avortement augmente avec I’age de la mere [Newcomb et al., 1991 ; Anderson,

2000]. Dans une enquéte multicentrique menée sur les couples ayant eu des fausses couches, le risque de
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FC était plus élevé si la femme est agée de 35 ans et plus. Cependant I'augmentation du risque était
beaucoup plus importante pour lescouples composés d'une femme agée de 35 ans ou plus et d'un homme
agé de 40 ans ou plus [De La Rochebrochard et Thonneau, 2006]. Le résultat de I'enquéte montre que le
risque d’une issue défavorable de grossesse est plus élevé, si les deux partenaires ont un age avancé; c'est-

a-dire que I'analyse des facteurs de risque de FC doit tenir compte a la fois de I'dge maternel et paternel.

L'augmentation de I'espérance de vie, I'entrée des femmes sur le marché du travail et I'utilisation large de
la contraception, ont contribué aux phénomeénes sociaux du retard duprojet parental et le report de la
paternité au milieu ou a la fin de la trentaine. Le développement que connaisseles technologies de la
procréation médicale assistée (PMA) ont permis aux couples plus agés d'espérer concrétiser leurs

aspirations a une progéniture saine plus tard dans la vie.

Il est bien établit que I'age de la femme est le principal facteur limitant la fertilité et les bons résultats
reproductifs [Balasch et al.,2010, Tatone et al., 2008]. La tendance a une parentalité plus agée est
également vraie pour les hommes. En Allemagne, |I'dge médian des peres mariés est passé de 31,3 ans en
1991 a 33,1 ans en 1999 [Kuhnert et al., 2004]. La méme tendance a également été observée dans
I’Angleterre, en 1993, les péres agés de 35 a 54 ans représentaient 25% des naissances. Dix ans plus tard, ce
pourcentage estpassé a 40% [Bray et al., 2006].Par conséquent, il convient également de préter attention a
I'influence des ages paternels sur le résultat reproductif. Une étude cas-témoins portant sur 13 865 femmes
a révélé qu'une augmentation de I'dge paternel est significativement associée a l'avortement spontané,
indépendamment de I'dge maternel et de multiples autres facteurs [Kleinhaus et al., 2006].Slama et al
(2005)ontobservé que le risque d'avortement spontané était presque deux fois plus élevé chez les hommes
agés de 45 ans que parmi ceux agés de 25 ans. L'adge paternel a 40 ans devient un facteur de risque de

fausses couches lorsque la femme est agée de plus 30ans.

L'étude de I'histoire obstétricale des couples a mis en évidence son caractére chargé d’accidents
obstétricaux. Ainsi, les trente couples étudiés ont eu 139 grossesses durant leur vie reproductive qui a duré
en moyenne 5,23ans. Plus de 93 % des femmes sont multigestes avec une parité moyenne seulement de
1,4+0,212.Avoir ou non des enfants vivants et en bonne santé reste le meilleur critere pour jugerde la
bonne reproductivité des couples. Ainsi, sur les 139 grossesses, 24 grossesses seulement ont pu aboutir a
des enfants vivants (EV) soit 17,3% et 115 grossesses ont été perdues(Figure38).La moyenne d’enfants
vivants par couple est de 0,8 EV. Ces résultats témoignent fortement que les couples étudiés ont un
mauvais résultat obstétrical. Seulement 24,5% des grossesses ont aboutit a des accouchements a terme et

guatre couples ont eu des bébés malformés.

Les couples multigestes, nullipares et ceux qui n‘ont aucun enfant vivant sont ceux qui ont fait plus de
fausses couches (Figures 47,48,51), ces résultats rejoignent ceux rapportés par la littérature. Ainsi,
I'incidence des avortements spontanés varie selon la gestité, la parité et le nombre d'enfants vivants. Aprés
trois avortements spontanés ou plus, la proportion de grossesses se terminant par un avortement spontané

augmente a 44,6% chez les femmes nullipares et 35,4% chez les femmes multipares [Andersen et al., 2000].
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Deux études ; I'une rétrospective et I'autre prospective [Regan et al., 1989; Nybo Andersen et al., 2000 ]
ont montré que le risque de faire une nouvelle fausse couche augmente aprés chaque perte de grossesse,
atteignant 45% apres trois pertes de grossesse. L'augmentation du risque s'explique en partie par le fait
que les couples qui ont fait une fausse couche ont tendance a multiplier leurs grossesses ultérieures a des

ages progressivement plus tardifs [Rai et al., 2006].

L'histoire reproductive du couple s’avere un prédicteur indépendant de I'issue des futures grossesses. La
primigravidité et les femmes ayant des antécédents de naissances vivantes ont un risque moindre de fausse
couche lors de leur prochaine grossesse que les femmes dont la grossesse s'est terminée par une FC [Regan
et al., 1989]. Cependant, les femmes qui ont déja eu des naissances vivantes ne sont pas a I'abri de faire

des fausses couches récurrentes [Clifford et al., 1994 ; Brigham et al., 1999].

Plusieurs caractéristiques suggerent que les FCR est une entité clinique bien distincte: le risque de fausse
couche est directement lié aux résultats des grossesses précédentes [Risch et al., 1988 ; Nybo Andersen et
al., 2000], et elles ont tendance a affecter les femmes a caractéristiques reproductives spécifiques [Strobino

et al., 1986 ; Jivraj et al., 2001].

Dans une grossesse normale, la présence d'une activité cardiaque feetale a I'échographie du 1°" trimestre
est généralement rassurante, car lerisque de perte spontanée est plus faible suite a cette étape
gestationnelle [Brigham et al., 1999]. L’activité cardiaque a été retrouvée dans 48,92% des cas (68
grossesses) signalant I’évolutivité de la grossesse et 38,24% de ces grossesses ont évolué vers des FCS.
L'étude du nombre de FCS en fonction de l'activité cardiaque a montré une différence significative
(p<0,05)(tableau 12). La plupart des rapports montrent que I'avortement avant 20 semaines est environ 2%
dans le cas de foetus avec activité cardiaque positive [Cashner et al., 1987; Mackenzie et al., 1988], tandis
qgue le taux d'avortement spontané est d'environ 10 a 20% en cas de grossesse diagnostiquée. Ainsi,
I'activité cardiaque détectée a I'’échographie du 1°trimestre pourrait étre un bon indicateur de I’évolution

de la grossesse.

Ces dernieres années, avec l'avancée de la technologie échographique, y compris I'avenement des sondes
endovaginales, |'activité cardiaque foetale peut étre confirmée a des ages gestationnels plus précoces
[Goldstein et al., 1988]. Au tout début de la grossesse, le cceur du foetus est crée et bat au 22°™¢ jour aprés
la conception [Moore 1982]. Théoriquement, lors d'une échographie endovaginale, un pdle foetal et un sac
vitellin doivent étre vus, si le sac gestationnel a un diamétre de 0,20 mm et |'activité cardiaque fcetale doit
étre visualisée si la longueur cranio-caudale est de 0,50 mm, c'est-a-dire aprés 6 semaines de gestation
[Royal College of Radiologists and the Royal College of Obstetricians and Gynecologists Standing Joint
Committee, 1995]. A I’'échographie sus pubienne, ces caractéristiques ne peuvent étre vues qu'une semaine
plus tard. A I'heure actuelle, il n'y a aucune preuve claire que I'examen échographique pendant la grossesse

est nocif [Neilson, 2001].

Bien que l'avortement spontané soit une complication commune de la grossesse, la mise en évidence

d’une activité cardiaque fcetale au premier trimestre a I'aide de I'’échographie, peut étre considérer comme
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un facteur pronostique de la grossesse.L'échographie en série permet, ainsi de distinguer le type de perte
(grossesse arrétée, ceuf clair...) et démontrer que les avortements au stade embryonnaire sont plus courant
que les avortements au stade fcetale. Dans le cas dela présente étude, les fausses couches ont intéressé
beaucoup plus la phase foetale de développement(53,13%)(Figure 51). D’autres études ont montré
également qu’un sac gestationnel et une longueur cranio-caudale plus petits que prévu, ainsi que
|'apparition retardée de I'activité cardiaque embryonnaire sont prédictifs d'une fausse couche [Bromley et
al., 1991 ; Nazari et al., 1991 ; Dickey et al.,1994 ; Goldstein, 1992; Frates et al., 1993]. Des auteurs ont
rapporté que les résultats échographiques ne peuvent pas prédire le caryotype des avortements spontanés

[Coulam et al., 1997].

L'espacement des naissances est un élément important des conseils donnés aux couples en matiere de
procréation. Les couples qui ont eu une fausse couche doivent connaitre le moment optimal pour
concevoirafin d'avoir le meilleur résultat possible. Plusieurs recherches ont étudié, les effets de
I'espacement des grossesses a divers niveaux, concernant la morbidité et la mortalité maternelle, ainsi que
la santé et la mortalité néonatale et infantile [Rutstein et al., 2005, Conde-Agudelo et al., 2007].Selon Ia
présente étude, le délai intergénésique (DI) en moyenne est de 8,2+1,13mois. Il est corrélé positivement a

la parité et au nombre d’EV (tableau 32).

Les données de la littérature sont contradictoires a ce propos. Une étude a montré qu’un DI de moins de 6
mois n'est pas associé a une augmentation du risque de résultats obstetricales indésirables aprés une FC en
comparaison avec les grossesses retardées de plus de 6 mois. En fait, certaines preuves suggérent que les
chances d'avoir une naissance vivante, sont plus élevées, si le DI est moins de 6 mois [Kangatharan et al.,

2017].

Il y a maintenant de nombreuses preuves suggérant que retarder une grossesse apres une fausse couche
n'est pas bénéfique, a moins qu'il n'y ait de raison spécifique. Les couples devraient étre avisés de tenter
une autre grossesse des qu’ils se sentent préts. Une autre étude a démontré le contraire. En effet, les
femmes dont le DI est compris entre 15 et 75 mois ont une probabilité plus faible de fausses couches et de

morti-naissances que celles avec des DI plus courts ou plus longs [Da Vanzo et al., 2007].

Da Vanzo et al (2007) ont trouvé que les DI courts sont associés a des taux plus élevés de mortalité infantile
et juvénile, de décés maternel, d’hémorragie du troisieme trimestre, de rupture prématurée des
membranes, d’endométrite puerpérale et d’anémie. Certaines études ont également trouvé des effets
déléteres importants, dans le cas de tres longs intervalles (environ>59 mois), particulierement une
augmentation du risque de mortalité maternelle, de pré-éclampsie et d'éclampsie.Cependant, il y a eu trés
peu d'études [Kallan, 1992 ; Kallan, 1997] sur I'espacement des grossesses affectant l'issue de la grossesse,
qu'il s'agisse de naissance vivante, de mortinaissance ou de fausse couche. Une des raisons a cela est qu'il
est beaucoup plus difficile de collecter des données fiables sur les grossesses n’aboutissant pas a une
naissance vivante. Les informations concernant le DI et les autres données obstétricales pourraient aider le

praticien a mieux adapter les conseils qu'il donnera aux couples, par exemple combien de temps ils
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devraient attendre aprés une grossesse avant d’essayer une autre [Conde-Agudelo et al., 2005]. Cette

notion semble étre tres importante et mérite d’étre revérifier par une étude plus large.

Bien que la majorité des avortements surviennent durant les premiéres semaines de la grossesse, alors que
celle-ci n’est pas encore visible et qu’elle a souvent été gardée secrete, pour beaucoup de femmes. lls
représententla perte d’'un futur bébé et de tous les projets dont il était porteur. Ainsi, I'avortement
spontané est une expérience qui peut étre particulierement difficile a vivre et en plus du chagrin lié a la
perte, les études ont montré que pratiquement la moitié des femmes montrent une détresse
psychologique significative, et notamment des symptomes anxieux, dépressifs ou un stress lié a

I’événement [Athey et Spielvogel, 2000].

Ceci a bien été démontré par ce travail, tous les couples sans exception ont déclaré, avoir un trouble
émotionnel a cause de ce probléme (FCR). Les femmes semblent étre les plus touchées (Tableau 10).
Eneffet, I'expérience de vivre des fausses couches d’une fagon répétitive, arrivant chez certains a 12 FCS et
sans réussir aavoir un enfant vivant, aurait certainement un retentissement sur la vie psychologique des

couples.

Reagan (2003) a mis enévidence que la représentation de la fausse couche a considérablement changé
durant leXX®™ siécle et que la perte précoce d’une grossesse qui était auparavant due 3 la fatalité est
maintenant devenue un drame personnel. Alors que I'avortement faisait autrefois partie de la vie des
femmes et que le sentiment de fatalité gommait le chagrin [Laget, 1982], le deuil de «l’enfant précieux»

d’aujourd’hui est certainement I'un des plus périlleux [Bacqué, 1995].

La signification de la fausse couche est historiquement et culturellement construite [Regan, 2003].
L’évolution de la société et le progrés de la médecine ont entrainé de nombreux bouleversements
concernant la procréation et ont des conséquences sur le projet parental mais également sur la
signification dela perte[Flis-Tréves, 2004]. Ainsi, du fait du développement des méthodes
contraceptives,désirerun enfant devient alors une démarche consciente, raisonnable, délibérée, et voire
méme programmeée [Bydlowski, 2002]. L’exercice de la responsabilité parentale est engagé tres rapidement
[Roegiers, 2003]. L'usage large de I’échographie a transformé le vécu de la grossesse et les découvertes
qguant a la morphologie du feetus, ont invité les parents a nouer des relations avec leurs futurs bébés
[Knibiehler, 1997]. En s’en préoccupant du tout début de la vie, la médecine a contribué a une
personnalisation précoce du foetus [Flis-tréve, 2004].Du fait de ces éléments, il semble particulierement
important de se pencher sur I'expérience des femmes au sujet de la fausse couche. Les attributions faites
par les femmes a ce sujet sont reliées a I'intensité de la symptomatologie [Tunaley et al., 1993 ; Warsop et
al., 2004] et plusieurs études ont mis en avant que les femmes qui se sentaient responsables de la FC
avaient une détresse émotionnelle plus intense que les autres [Stirtzinger et al., 1999 ; James et Kristiansen

1995].

Malgré les avancées médicales et scientifiques, le sentiment de culpabilité persiste a la suite d’une fausse

couche et il semble donc important de s’intéresser plus précisément aux facteurs qui y sont associés et aux
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conséquences que celui-ci peut occasionner.Les femmes et leur partenaires ont également rapporté méme
d’une facon disparate que ce probléme de FCR a retentit d’une facon négative sur le déroulement de leur

vie conjugale au point de créer des conflits pouvant arriver jusqu’au divorce.

Le stress psychologique est également de plus en plus reconnu comme étant associé a des effets
génomiques délétéres, notamment un raccourcissement des téloméres dans les cellules sanguines [Gouin
et al., 2008; Damjanovic et al., 2007]. La question de savoir si la fréquence des Mnx dans les lymphocytes
du sang périphérique est affectée par le stress psychologique mérite plus d’exploration [Fenech et Bonassi,

2011].
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AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION ET ABERRATIONS
CHROMOSOMIQUES DES COUPLES

Cette étude est la premiere dans son genre dans notre contexte marocain, a étudier le lien entre les
dommages de I'ADN dans les lymphocytes du sang périphériqueet les complications de la
grossesse(avortement précoce). Par conséquent, le but de cette recherche est d'évaluer le rdle
del’instabilité chromosomique des couples dans I'étiologie des avortements spontanés précoces a
répétition.

De toutes les grossesses reconnues, environ 10 a 15% entrainent une fausse couche, comme il a été
ditprécédemment. La majorité des avortements spontanés surviennent au cours du 1¢"trimestre et plus de
50% des ASP sont chromosomiquement anormaux [Kline, 1989 ; Chard, 1992]. Certains avortements
spontanés surviennent tres tét, peu de temps apres la fécondation, alors que la femme ne reconnaisse
méme pas encore sa grossesse. |l semble important de rappeler qu’environ10% du sperme et 20% des
ovocytes sont chromosomiquement anormaux. Lorsque les gamétes anormaux sont impliqués dans la

fécondation, on estime qu'environ 60% des grossesses sont perdues avant la fin du 1¢trimestre.

Les caryotypes parentaux font partie de [|'évaluation des causes des FCR. Les réarrangements
chromosomiques équilibrés sont courants chez les couples ayant eu des pertes de grossesses précoces
récurrentes. Ces anomalies parentales sont également associées a des anomalies foetales et ou auretard
mental. Lecaryotype du produit d’avortement représente un examen de choix afin d’établir une étiologie

de la fausse couche, cependantl’obtention d’une culture cellulaire peut s’avérer difficile compte tenu de :
¢ La qualité du produit de fausse couche recueilli;
¢ La possibilité d’'une contamination maternelle du prélévement qui n’est pas négligée ;

¢ Les échantillons pourraient ne montrer aucune croissance, car la mort intra-utérine est survenue bien

avant que le tissu ne soit expulsé ou évacué ;
¢ Certaines cultures manquent de tissus embryonnaires ou foetal ;
¢ Et enfin le risque de contamination bactérienne.

Cet examen, méme s'il est de choix, il ne peut étre réalisé que dans des conditions biologiques strictes
(proximité du laboratoire de cytogénétique, conditions du recueil, etc...). Ces contraintes rendent cet
examen difficilement réalisable en routine et ceci malgré son utilité majeure, raison pour laquelle, il est tres

courant de pratiquer le caryotype des parents plutot que celui du produit de conception.

Le taux des anomalies chromosomiques dans la population générale est inférieur a 1% [Diejomaoh, 2015],
alors qu'il est tres élevé chez les couples ayant des FCR [Jauniaux et al., 2006]. Elles touchent 3 a 5% des
couples souffrant de fausse couche a répétition [Carp et al., 2002]. Une possible explication est que ces
anomalies résultent d'une forte instabilité chromosomique, ce qui peut étre supposé a partir du taux élevé

des des cassures chromosomiques spontanées constatées chez ces couples [Turleau et al., 1979, Baltaci et
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al., 1998]. Les couples étudiés ont présenté des moyennes a la fois du taux des aberrations
chromosomiques (p<0,05) et de I'indice de stimulation (p<0,001) plus élevés avec une moyenne d’indice
mitotique plus bas (p<0,001)que celles des témoins (tableau 14).16 couples soit 53,34%ont présenté des
AC, ce taux reste trés élevé par rapport a ce qui a été rapporté par la littérature[Jorde et al., 1995]. Nous
émettons I'hypothese que cette différence peut provenir de la constitution génétique des couples étudiés
ou de la petite taille de I'échantillon. En effet, cette prévalence est largement supérieure a I'incidence des
anomalies chromosomiques dans la population générale, communément estimée a 0,7% [Franssen et al.,

2005].

Il existe une grande discordance entre les résultats des recherches, concernant les couples souffrant de
pertes de grossesses répétées, elles rapportent une prévalence des anomalies chromosomiques parentales
variant de 2,5 a 10,8% [Frikha et al., 2012 ; Goddijn, et al. ; Carp et al., 2004].Plusieurs facteurs relatifs a la
population étudiée (sa taille, I’dge parental, le mode de vie... ) pourraient en étre la cause, ainsi que les
criteres d’inclusion et d’exclusion. En effet, le nombre de couples étudiés est tres variable allant pour
certains auteurs de 107 a 4629 [Pasinska et al., 2005; Yu et al., 2002]; en plus, des travaux se sont
intéréssés aux troubles de la reproduction au sens large incluant la stérilité masculine et féminine autant
gue les avortements a répétition. Par ailleurs, la date d’échec de la grossesse ne fait pas I'unanimité, elle

différe d’une étude a une autre.

Certaines études ont inclu aussi bien les avortements spontanés précoces [Elghezal et al.,2007 ; Qian et al.,
2005]que les avortements tardifs pour lesquels, souvent d’autres étiologies sont en cause [Celep et al.,
2006]. En outre, certains couples ont été examiné a partir du deuxieme avortement [Goddijn et al., 2004 ;
Pasinska et al., 2005 ; Elghezal et al., 2007 ; Celep et al., 2006 ; Azim et al., 2003], d’autres a partir du
troisieme [Carp et al., 2004 ; Yuce et al., 2007]. Pour toutes ces raisons, la comparaison des résultats des
différentes études reste difficile. Par ailleurs, I'incidence des aberrations chromosomiques est surestimée
en cas d’association avec les autresétiologies d’avortement spontané, telles que les anomalies utérines et
le syndrome des antiphospholipides, etc.[Stephenson et al., 2006].Prenant en consideration ces biais nos
résultats montrent une incidence plus élevée en comparaison a ceux rapportés par la littérature dans le cas

de deux accidents abortifs.

La répartition de I'age chez les femmes est différente entre les femmes avec des anomalies
chromosomiques et celles sans anomalies. Les patientes ayant des aberrations chromosomiques sont plus
jeunes, leur moyenageest de 30,2 ans. Cette catégorie de femmes ont I'IS et I'IM les plus bas par rapport
aux femmes plus agées (p<0,001) (tableau 16). Il n'y avait pas de corrélation positive entre I'age maternel
avancé et le nombre d'avortements observés chez ces sujets. Il existe, en fait, une relation non linéaire
entre I’age maternel et la probabilité d’anomalie chromosomique [Franssen et al., 2005]. En effet, les AC
surviennent le plus fréquemment chez des femmes jeunes, résultats uniques des disjonctions méiotiques ;
en revanche, a un age avancé, les femmes auraient plus d’accidents abortifs qui seraient dus a la

conjonction de facteurs endocrinologiques plus qu’a des anomalies cytogénétiques [Pasinska et al., 2005].
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Les hommes les plus jeunes ont la moyenne des AC la plus élevée (p>0,05), leur 4ge moyen est de 33,88, ils
ont affiché également I'lM le plus bas (p<0,01) (tableau 17).Cette catégorieprésente une instabilité
chromosomiquemarquée, ainsil’age jeune ne constitue pas un facteur rassurant. L'exposition des couples a
des agents toxiques iatrogeénes causant ainsi des dommages chromosomiques, est un facteur indépendant
de I'age. En effet le mode de vie des hommes a été jugé malsain.36,67%d’entre eux exercent l'agriculture
comme profession, et utilisent régulierement les pesticides dans leurs pratiques quotidiennes. Beaucoup

d’études ont associé I'usage de ces produits et le risque de dommages d’ADN (AC).

Pour d’autres études, I'dge s’avere augmenter chez les hommes avec des anomalies chromosomiques
[Celep et al., 2006]. Il s’agit probablement de la contribution d’aneuploidies des spermatozoides ou
d’erreurs de réplication de I’ADN, responsables de mutations lors de la division des spermatozoides
[Dakouane et al., 2005]. Par ailleurs, I'incidence des maladies autosomiques dominantes de novo, dont
certaines sont létales, est nettement associée au vieillissement [Goddijn et al., 2004]. En effet, Dakouane a
remarqué des altérations de I’histologie testiculaire chez les sujets agés, en particulier un épaississement
de la membrane des tubes séminiferes ainsi qu’une diminution du nombre de cellules germinales et
somatiques testiculaires [Dakouane et al., 2005]. Si la spermatogénése peut étre conservée sans risque
chromosomique particulier, le risque mutagene reste, cependant, posé et serait la cause alternative des

pertes foetales (avortement spontané).

L'incidence des anomalies chromosomiques augmente progressivement avec le nombre de FCS, ainsi les
couples qui ont eu plus d’accidents abortifs (>4FC), ont le taux le plus élevé d’AC (P<0,05) et de I'lS (p<0,01)
(tableau 20). Ces mémes couples ont I'lM le plus bas (p<0,01). Ces résultats sont similaires a ceux trouvés
dans la littérature. En effet, la prévalence des aberrations chromosomiques augmente au fil de la répétition
des avortements chez les couples souffrant d’ASPR[Carp et al., 2004; El Ghazhel et al., 2007 ;Qian et al.,
20051].

Le risque d’avortement spontané augmente avec le nombre d’avortements précédents; aprés un
avortement, le risque moyen de réccurence est de 20%, apres deux AS de 28%, aprés trois AS de 30% et de
45% aprés quatre. La probabilité d’avoir un enfant vivant diminue aprés chaque accident abortif, cette
diminution est de 23% au-dela de trois avortements [Horne etAlexander, 2005]. En effet, le risque

d’avortement spontané augmente avec :

¢ I’age maternel ; aprés trois avortement spontanésle risque est de 25% pour un age moinsde 30ans et il

est de 52% pour un age plus de 40ans ;
¢ le probléme d’infertilité des couples;

¢ le nombre de grossesses (gravidité), quelle que soit I'aboutissement des grossesses antérieures : ainsi, on
distingue en I'absence de naissance vivante antérieure, les ASR primaires et les ASR secondaires dans le cas
contraire ; le taux de récurrence est d’environ 10% en cas d’accocuchement entre les avortements

spontanés.
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Par ailleurs, des études antérieures ont montré que les taux de natalité diminuaient en fonction du nombre
d’avortements spontanés [Carp H, et al., 2004].Ces constats sont similaires a nos résultats, les couples qui
ont eu un plus grand nombre de FCS dans leurs antécédents (>4FC), sont les plus a n’avoir aucun enfant

vivant (Figure 50), ils affichent une instabilité chromosomique plus marquée (tableau 20).

Le nombre de FC est corrélé d’une facon trés hautement significative a la gestité et au grossesses perdues
en période périnatale (Tableau23). Ceci confirme I'augmentation d’accidents abortifs avec la gravidité des
couples et queles couples qui font des FCR sont aussi plus a risque de faire des accidents périnataux.
Osborn et ses colloborateurs (2000), ont rapporté également que le risque d'avortement spontané est

excessivement élevé chez les femmes a forte gravidité.

I ressort de cette étude que les couples qui sont multigestes et nullipares ont plus
d’anomalieschromosomiques AC (p<0,05) et les moyennes d’IS et d’IM les plus basses (p<0,001)(tableaux
18,19).Ces deux classes de couples ont plus de dommages chromosomiquesce qui retentit négativement
sur leurviereproductive (FC).Ainsi devant des accidents obstétricaux répétés (FC), il faut penser a consulter

et a faire une exploration cytogénétique, plutét que de multiplier les grossesses.

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a constaté que dans 20% des cas d'échec de la reproduction, le
probléme était principalement masculin, dans 38% des cas le probleme était a prédominance féminine,
27% des anomalies ont été liées aux deux partenaires, et dans les 15% restants aucune cause n’a été
définie [OMS, 1987]. En général, les femmes ont une incidence plus élevée d'anomalies chromosomiques
que les hommes. En fait, ces anomalies provoquent l'infertilité masculine en empéchant Ia
spermatogenese. En revanche, I'ovogenése est préservée, mais les gameétes résultants peuvent étre
porteurs d'anomalies chromosomiques déséquilibrées [Elghezal et al., 2007]. Ce constat est similaire au
notre, la moyenne du taux des AC des femmes est plus supérieure a celle des hommes (p<0,05), avec un IS
plus élevé (p<0,001) et un indice mitotique plus bas (p<0,001)(tableau 15). Dix femmes et huit hommes ont
des anomalies chromosomiques, avec un rapport de 1,25. Un rapport femme/homme similaire a été trouvé
dans la plupart des études rapportées dans la littérature. Pour deux couples (12,5%), les femmes et leurs
partenaires sont porteurs d’AC. Aucun cas similaire n’a été trouvé dans la littérature, toutes les études ont
rapporté que seulement I'un des deux partenaires est porteur d’AC, c’est dire l'intérét de I'étude

cytogénétique des deux partenaires a la fois.

Le risque d’avortement dépend du contexte primaire ou secondaire de la perte foetale. Il faut toujours
donner plus d’importance a la gravidité et a la parité des couples a chaque fois qu’il y est des dificultés dans
la reproduction (avortement). Cette étude a démontré que Les couples non porteurs d’AC ont de forte

chance de réussir leus grossesses par rapport aux couples porteurs d’AC (tableaul3).
Les couples qui n"ont aucun accident obstétrical (MFIU, déces neonatal, mort né) au cours de la période

périnatale affichentun taux d’ACplus bas (p<0,05) et desindices mitotiqueet de stimulation plus élevés

(tableau 22) par rapport a ceux qui ont eu au moins une GP en périnatale. Il existe également une
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corrélation positive trés significative entre le nombre de FC et les grossesses perdues en périnatale. Ceci
suggere que ces couples qui ont une génotoxicité éleveé font aussi bien des accidents obstétricaux
précoces (FC) que tardifs. L'analyse en composante principale (ACP) (Figure 119) a également noté une
affinité entre le taux des AC, le nombre de grossesse (gestité), les grossesses perdues en périnatale et le
nombre de FCS. Ainsi, les couples porteurs d’AC font plus de fausses couches a répétition, et restent
toujours susceptibles a faire des accidents obstétricaux en période périnatale. Ces accidents obstétricaux
aboutissent a I"équilibre génétique dans I'espéce humaine par le biais de la sélection naturelle. Ces
résultats nous aménent a penser a proposer une étude cytogénétique a tous les parents présentant de tels

accidents.

Parmi les couples étudiés, seulement six (06) ont eu des enfants phénotypiquement normauxsoit 20%,

avant leurs échecs de procréation. La fréquence des aberrations chromosomiques est de 50%, soit 3/6.

Par conséquent, la présence d'enfant vivant n'exclut pas la possibilité d'une anomalie chromosomique chez
les parents ; cependant, le pronostic peut étre meilleur. Par ailleurs, 04 couples, avaient des antécédents
d’enfants malformés (CIV, Omphalocele, hydrocéphalie). Parmi eux, un couple (25%) est porteur
d’anomalies chromosomiques. Ce genre de malformation est reconnu étre lié a des anomalies

chromosomiques.

Ainsi, avoir un enfant malformé, constitue un facteur de mauvais pronostic, qui affecte négativement les

résultats obstétricaux ultérieurs, incitant un diagnostic prenatal précoce. Ceci afin d'éviter la naissance de

nouveau-nés malformés, porteurs d’anomalies chromosomiques.

Les couples qui n’ont pas réussi a avoir un enfant vivant ont plus d’AC (p<0,05), un indice de stimulation
plus élevé (p<0,001) et un indice mitotique plus bas (p<0,001) par rapport a ceux qui ont eu au moins un EV
(tableau 21). Cependant, plus de la moitié des couples (56,25%) porteurs d’AC ont réussi a avoir au moins
un enfant vivant. Le risque de donner naissance a des enfants viables présentant des anomalies
chromosomiques est faible chez les couples porteurs d’AC et souffrant de fausses couches a répétition.
Leurs chances d'avoir un enfant vivant sont aussi élevées que les couples non porteurs, malgré un risque

plus élevé de fausse couche [Franssen et al., 2006].

Q-

La naissance d’enfant normal ou anormal conduit a un comportement diffrent des parents par rapport

leur suivi médicalainsi qu’au risque éventuel d’anomalie chromosomique :

Q-

eLa présence de descendence anormale, constitue un facteur alarmant pour les parents, qui les pousse

consulter tot et a réaliser un caryotype et un suivi génétique.

¢ |'absence de descendence anormale pourrait faussement retarder la consultation de cytogénétique, et la
réalisation des explorations nécéssaires. Ainsi, la présence de descendance normale constitue un facteur

rassurant pour les parents.

e par ailleurs, le caractere primaire des avortements spontanés, assombrit le pronostic obstétrical.
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AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION ET
FREQUENCE DES MICRONOYAUX

Le test des micronoyaux a été utilisé comme un moyen de dépistage sensible pour évaluer le risque
génotoxiquedans les populations. Les micronoyaux sont produits pendant la mitose par divers mécanismes
(fragments acentriques, chromosome multicentrique, kinétochores endommagés, défauts des fibres du
fuseau). lls peuvent étre détectés dans le cytoplasme proche du noyau sous forme de petites particules

semblables a un noyau [Muller et Streffer, 1994].

Les variations interindividuelles peuvent s'expliquer par le style de vie, y compris les expositions
environnementales ou les facteurs de sensibilité individuels [Huber et al.,, 1992,Koteles et al.,
1993].’analyse des dommages de I'ADN dans les lymphocytes du sang périphérique au niveau moléculaire
et chromosomique a été acceptée comme une technique de surveillance biologique des événements

génotoxiques dans les cellules somatiques depuis le début des années 1970 [Srb et Puza, 1975].

Les lymphocytes circulent continuellement dans tout le corps éprouvant un déséquilibre physiologique et
nutritionnel dans les tissus. Ainsi, les dommages de I'ADN a leur niveautémoignent d’une instabilité
génomique héritée ou acquise [International Atomic Energy Agency, 2001].Les dommages de I'ADN sous
forme de micronoyaux (MN) dans les lymphocytes périphériques humains mesurés a l'aide du test des
micronoyauxsont reconnus comme un biomarqueurprécieux pour étudier I'effet génotoxique des facteurs
environnementaux, génétiques et alimentaires. Il a été validé et standarisé a un niveau international
[Albertini et al., 2000 ; Bonassi et al., 2001]. Il est est considéré comme le plus robuste, ainsi que le plus
couramment utilisé, comme méthode de mesure de dommages d’ADN dans les lymphocytes humains en

culture.

Des études antérieures ont montré qu'une fréquence élevée de MN dans les lymphocytes, est prédictif d'un
risque accru de cancer [Bonassi et al., 2005 ; Rossner et al., 2005], de maladies cardiovasculaires [Federici
et al., 2008] et a été associée a des maladies neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer et la
maladie de Parkinson [Federici et al., 2008 ; Migliore et al., 2001].Deux autres étudesont montré que les
dommages chromosomiques, tels qu'évalués par la fréquence de MN, sont augmentés chez les couples
infertiles et chez ceux qui ont eu I'expérience de FCR par rapport aux couples fertiles [Trkova et al., 2000 ;

Furness et al., 2008].

La distribution et la fréquence des micronoyaux (MN) dans les lymphocytes des couples ayant eu des ASPR
et celles des témoins sont résumées dans le (tableau 14) et illustréesdans la figure 53. La fréquence des MN
chez ces couples est statistiquement plus élevé (P < 0,001) par rapport aux témoins. De méme, les couples
qui ont fait plus d’accidents abortifs (>4FC) sont les couples qui ont la moyenne de fréquence la plus élevée
des micronoyaux(p<0,001)(tableau20).Une corrélation positive significative (p<0,05) lie la fréquence des
micronoyaux au nombre de fausses couches (tableau 23). Ces mémescouples (FC >4)ont la moyenne de I'IP
la plus basse avec une différence tres hautement significative(tableau 20).Les dommages chromosomiques
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dont ils souffrent induisent un ralentissent probable de la division cellulaire. En effet, I'indice de
prolifération cellulaire (IP) est couramment utilisé en tant que paramétre de mesure de la cytotoxicité [Al-

Zubairi et al., 2010]. Sa diminution renvoie vers une cytotoxicité mortelle probable.

Nous considérons, comme le cas d’autres études [Feneche et al., 1994; Natarajan et al., 1996] qu’une
fréquence élevée des micronoyaux est la preuve directe de dommages chromosomiques. Ainsi, nous
confirmons l'augmentation significative de I'instabilité chromosomique chez les patients souffrant d’au
moins deux avortements précoces dans leurs ATCDS.Ces résultats obtenus corroborent ceux d’autres
études qui suggerent qu'une fréquence élevée de Mnx dans les lymphocytes mesurée a |'aide du test des
micronoyaux est associée a un risque accru de FCR. En effet, un nombre élevé de Mnx est associé a des

complications de la grossesse (FC) [Olivera et al., 2003: Fenech, 2011].

Trkova et ses collaborateurs (2000), ont également constaté que les couples souffrant de FCR ont une
fréquence plus élevée de lésions chromosomiques (MN) dans leurs lymphocytes en comparaisant avec des
couples fertiles ayant eu une grossesse normale. Ils ont trouvé une fréquence significativement plus élevée
des Mnx chez les personnes infertiles et ayant eu des avortements spontanés récurrents par rapport aux
témoins a la fois lorsque les données de chaque membre du couple ont été analysées séparément ainsi que

lorsque les fréquencesdesMnx des couple ont été combinées [Trkova et al., 2000].

Il a été démontré qu’au cours du développement feetal, la prolifération cellulaire rapide, la transcription
du géne actif et le taux élevé du métabolisme de I'ADN ; tous nécessaire pendant I'organogénése des
principaux systémes organiques ; pourraient augmenter les effets génotoxiques et la susceptibilité aux
agressions du génome [Vinson et Hales, 2002]. Les dommages du génome peuvent survenir via une
variété de mécanismes, y compris des mutations ponctuelles, des modifications de base,descassures
chromosomiques, des réarrangements chromosomiques et des pertes chromosomiques ou des gains

[Fenech, 2005]. L'augmentation des dommages de I'ADN au niveau moléculaire et au niveau

chromosomique a été associée a l'infertilité [Trkova et al., 2000; Sankof et al., 2002] et a la survenue de

fausse couche récurrente [Warren et Silver, 2008].

Le présent travail a mis en évidence une fréquence élevée des micronoyaux et un indice de prolifération

plus basen particulier chez les couples qui :

+ n’ont aucun enfant vivant (p<0,01) ;

*,

% sont nullipares (p<0,001);

R/
0.0

sont multigestes (p<0,001) ;

» et chez ceux qui ont perdues plus d’une grossesse en période périnatale (p<0,01).

*,

Ces données convergent vers le fait que les couples souffrant d’un mauvais résultat obstétrical (ASR, aucun
enfant vivant, nulliparité, plus de grossesses perdues en période périnatale), ont une instabilité

chromosomique plus manifeste. En réponse a ce mauvais résultat, ces couples multiplient leurs grossesses
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(multigestité) dans I’espoir de I'améliorer. Ces constats rejoignent ceux de Govindaiah (2008) qui a montré
que les dommages chromosomiques tels qu'évalués par la fréquence des Mnx, sont augmentés chez les

couples infertiles et chez ceux qui ont fait des ASR par rapport aux couples fertiles.

La fréguence des Mnx peut étre un marqueur pronostique de la grossesse. Elle fournit un indice
d'instabilité génomique des tissus parentaux et/ou foetaux, soit en raison de facteurs héréditaires

prédisposant a l'instabilité génomique ou en raison d’insuffisance nutritionnelle ou d’exposition

environnementale a des facteurs génotoxiques causant des dommages au génome.

Une étude de Levario-Carillo (2005) a évalué la formation des Mnx dans le sang du cordon ombilical et a
démontré que la fréquence des Mnx chez les méres était corrélée a celle de leurs bébés, soutenant la
validité de I'utilisation de la fréquence des Mnx dans lymphocytes maternels pour estimer le risque

génotoxique chez le foetus.

L'étude a révélé que les femmes ont le taux le plus élevé des micronoyaux (p<0,01) par rapport aux

hommes. Elles ont également affiché le taux le plus bas de I'IP (p<0,001), ce qui suggérent que les femmes

sujettes de I'étudesoit :

ont une susceptibilité génétique accrue au stress génotoxique ;

sont excessivement exposées aux génotoxines environnementales ;

présentent des carences en facteurs alimentaires spécifiques ce qui pourraient augmenter leur

sensibilité a l'instabilité génomique ;

» oubien ont un déficit dans la réparation des dommages auxquels elles sont exposées.

L'effet du vieillissement et du sexe sur la fréquence des MN dans les lymphocytes sanguins était le premier
reconnu dans les études réalisées par Fenech et Morley au milieu des années 1980 et par Fenech au début
des années 1990 [Fenech et Morley, 1985 ; Fenech et al., 1994]. Depuis lors, plusieurs autres laboratoires
dans le monde ont constamment montré que la fréquence des Mnx dans les lymphocytes augmente
régulierement avec |'age chez les deux sexes a partir de groupes d'age tres jeunes.Une méta-analyse des
données du monde entier a été coordonnée par le Projet HUMN et a confirmé que la cohérence de ces
observations est statistiquement significative [Bonassi et al., 2001]. L'augmentation des Mnx avec |'age est

probablement due a une combinaison de facteurs comprennant :

(i) I'effet cumulatif des mutations dans les génes impliqués dans la réparation de I'ADN, la

ségrégation du chromosome et le point de controle du cycle cellulaire ;

(ii) les anomalies chromosomiques de nombre et de structure causées par I'exposition aux
génotoxinesendogénes, une nutrition inadéquate, [I'exposition a des génotoxines

environnementales ou professionnelles, ainsi qu'a d’autres facteurs liés au mode de vie.

Dans notre contexte la fréquence des micronoyaux est augmentée chez les sujets jeunes (hommes et
femmes)(p<0,001), ce constat peut étre di en partie a la petite taille de I"échantillon.Ces études ont

également montré, comme le cas de la notre, que la fréquence des Mnx avait tendance a étre plus élevée
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chez les femmes que chez les hommes. Cela peut étre expliquée par la plus grande tendance du
chromosome X a étre perdu en tant que MN par rapport aux autres chromosomes et au fait que les
femmes ont deux copies de chromosome (X) contre un seul chez les hommes [Tucker et al., 1996 ; Norppa

et Falck, 2003].

Les couples et en particulier les femmes qui développent des complications liées a la grossessesont plus
susceptibles d'avoir des dommages chromosomiques dans leurs Ilymphocytes. Si de tels
événementssurviennent aussi au niveau des cellules trophoblastiques, il est possible que des modifications
des génes en raison des dommages de I'ADN (formation des Mnx) et I’expression génique anormale qui en
résulte, puissent affecter le phénotype des cellules trophoblastiques et le potentiel prolifératif provoquant

des anomalies de la placentation.

Au cours des premieres étapes de la placentation, les cellules natural killer (NK) de l'utérus s'accumulent
sous forme d'infiltrat dense autour des cellules trophoblastiques envahissantes et affectent a la fois
I'invasion trophoblastique et les modifications vasculaires du lit placentaire maternel [Sibai et al., 2005].
Hypothétiquement, les dommages de I'ADN dans les cellules NK et le cytotrophoblaste pourraient nuire a
leur fonction, a leur viabilité, a leur prolifération, et modifier ainsi le processus de placentation et

augmenter le risque de complication de la grossesse.

L'augmentation de l'instabilité du génome des lymphocytes circulants peut refléter un probleme
systémique qui pourrait étre observé dans d'autres tissus, compte tenu de I’association de la fréquence des
Mnx dans les lymphocytes avec I’hypertension [Schupp et al., 2007], les maladies cardiovasculaires
[Federici et al., 2008 ; Botto et al., 2001] et le risque de cancer [Bonassi et al., 2007 ; Murgia et al., 2008].
De plus, une autre étude a montré que la fréquence des Mnx et |'aneuploidie étaient légerement
augmentées dans les lymphocytes des femmes atteintes du syndrome des ovaires polykystiques et étaient

également corrélées a la résistance a l'insuline [Moran et al., 2008].

Les biomarqueurs des dommages génomiques fournissent un indice des dommages accumulés survenus
pendant la durée de vie des lymphocytes (demi-vie de 6 mois), comme étant un marqueur des dommages

du génome hérités ou acquis [International Atomic Energy Agency, 2001].

Plus de la moitié (63,1%) des femmes de I'étude ont déclaré avoir regu un traitement a base de la
progestérone durant leur premier trimestre de grossesse. |l existe une différence trés hautement
significative(p<0,001) entre le nombre de FC et le traitement recu au 1%trimestre de grossesse
(progestérone)(tableau 12). Une étude a mesuré la fréquence des MN dans les lymphocytes maternels
pendant la 7éme et la 8¢me semaine de gestation pour tester |'effet de la progestérone, sur l'issue de la
grossesse [Milosevic-Ethordevic et al., 2003]. Les résultats de cette étude ont démontré que lI'augmentation
des doses thérapeutiques de laprogestérone est associée a une augmentation des dommages de I'ADN
(fréquence MN). Ce constat devrait étre vérifié par une étude plus détaillée, vu l'usage large de ce

traitement dans la prise en charge des menaces d’avortements.
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L'alimentation maternelle est I'un des principaux facteurs influencant le processus de développement du
foetus et soutient le taux élevé de prolifération cellulaire et de réplication de I'ADN qui se déroulent
pendant la grossesse [Maloney et Rees, 2005]. Le régime alimentaire est aussi un facteur clé pour
déterminer la stabilité génomique, il affecte toutes les voies de développement, a savoir I'activation/la
désintoxication de produits chimiques empéchant |'oxydation, la réparation, I'apoptose et la synthése de

I'ADN [Fenech, 2001].

Les études futures auraient besoin de se concentrer sur I'étude de la fréquence des Mnx chez les couples
souffrant de d’ASPR et qui sont en carence en micronutriments, ce qui pourrait affecter le maintien et la
ségrégation des chromosomes [Fenech, 2007 ; Fenech et al., 2005]. Une carence probable en folate et en
vitamine B12, peut provoquer une hypométhylation de I'ADN, un défaut qui conduit a une perte
chromosomique et a une mauvaise ségrégation. De nouvelles preuves suggérent que l'utilisation de
vitamines en prénatale contenant des micronutriments avant et pendant la grossesse peut étre associée a
une réduction du risque d’anomalies congénitales, d’accouchement prématuré, de faible poids a la

naissance et de prééclampsie (PE) [Scholl, 2008].

Un biomarqueur prédictif, tel que la fréquence des Mnx dans les lymphocytes, peut étre utile pour
étudierl’effet de la supplémentation en micronutriments sur la stabilité du génome. Il y a 40
micronutriments essentiels nécessaires a l'alimentation humaine, de nombreux sont cruciaux pour
déterminer la stabilité génomique [Fletcher et Fairfield, 2002]. Ceci suggere la nécessité de poursuivre les
études qui tiennent également compte de I'effet de facteurs alimentaires, y compris les polymorphismes
des geénes impliqués dans la synthese et la réparation de I'ADN, comme ceux impliqués dans le
métabolisme du carbone [Furness et al., 2008 ; Umegaki et Fenech, 2000 ; Botto et al., 2003], lors de

|'étude de la relation entre les lésions chromosomiques et I'issue de la grossesse.

Un autre mécanisme qui pourrait expliquer I'augmentation du niveau des Mnx dans les lymphocytes des
couples souffrant de FCR est le stress oxydatif placentaire [Sacks et al., 1998]. Il peut étre di a un
remodelage de I'artére spiralée conduisant a un trouble de I’équilibre ischémie/reperfusion, qui déclenche
une réponse inflammatoire et la génération d'especes réactives de l'oxygéne, qui peuvent induire des
cassures chromosomiques et la formation de Mn [Cindrova-Davies 2009]. L'augmentation de la fréquence
desMnx peut étre également dii a une exposition excessive a diverses génotoxines environnementales
[Roubicek et al., 2007], les rayonnements ionisants [Fenech et Morley, 1986 ; Song et al., 2008] et le

métabolite cancérigene de I'alcool acétaldéhyde [Maffei et al., 2000 ; Ishikawa et al., 2007].

Dans le présent travail, nous n'avons pas testé la relation des dommages de I'ADN lymphocytaire avec ceux
du placenta ou du feetus. Cependant, la plausibilité d'une association entre les dommages de I'ADN
maternel et les dommages de I'ADN transplacentaire chez lefeetus est soutenue par 'augmentation des
adduits des Mnx et de I'ADN lymphocytaire du sang périphérique maternel et du sang du cordon dans
diverses expositions environnementales aux génotoxines [Levario-Carrillo et al., 2005 ; Pedersen et al.,

2009 ; Arab et al., 2009].
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L'une des lacunes les plus surprenantes est le manque d’études et de données sur l'association de
|'expression des Mnx chez la mére, le pére et le risque de trouble de développement chez leur bébé. La
plausibilité de telle association est élevé parce que la plupart des facteurs tératogenes classiques connus,
tels que la carence en folates (anomalies du tube neural) et les rayonnements ionisants (multiples
anomalies du développement), sont également des inducteurs puissants de la formation des Mnx dans les

cellules humaines [Fenech et al., 2010].

Actuellement, les femmes a risque de complications de grossesse sont identifiées sur la base du risque
épidémiologiqueetdes facteurs cliniques. Il n'y a pas de test fiable disponible assez tot en préconceptionnel
pour les identifier et permettant ainsi, des interventions préventives. Une meilleure compréhension des
mécanismes sous jacents de la perte foetale précoce (ASP) n'améliorera pas seulement l'identification des

sujets a risque mais pourrait également permettre une prévention plus efficace.

Parmi les faiblesses de cette étude est la petite taille de I'échantillon, d’ou la nécessité de vérifier ces
observations dans une deuxiéme cohorte indépendante et plus importante. Idéalement, des études futures
pourraient également mesurer les dommages de I'ADN directement dans le trophoblaste et vérifiez que les
dommages de I'ADN mesurés dans les lymphocytes sont corrélés aux dommages de I'ADN dans le placenta.
Parailleurs, les études de cohortes plus importantes qui ne discriminent pas les participants en fonction de
leurs facteurs de risque sont nécessaires pour obtenir une évaluation plus objective de la pratique

d’utilisation des Mnx comme marqueur prédictif des pertes précoces de grossesse (ASP).
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AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION ET ECHANGES
ENTRE LES CHROMATIDES S(EURS

En plus de I’étude des aberrations chromosomiques et de la fréquence des micronoyaux, nous avons opté
également pour I'étude des échanges entre les chromatides soceurs (ECS) pour détecter les dommages de

I'ADN chez les couples souffrant d’ASPR.

Le test des échanges entre les chromatides soeurs dans les chromosomes métaphasiques [Latt,1973] a été
adopté comme un des tests d’évaluation de génotoxicologie et de mutagénicité, étant un indicateur
potentiellement sensible de dommages cellulaires. Les ECS ont été définis comme I’échange de produits de
réplication de I'ADN a des locus chromosomiques apparemment homologues[Latt et Sckreck, 1980]. Ils
peuvent étre détectés comme des zones d’intensité de coloration réciproque des chromosomes dans les
cellules en métaphase qui ont été répliqués en présence de 5-bromo-2’-désoxyuridine (Brd-Urd) [Wolf et

Perry, 1976].

Les résultats ont montréune augmentation du taux des ECS et une diminution del’IR des couples étudiés
par rapport aux témoins (p<0,001)(tableau 14). Les ECS augmentent avec le nombre de fausses couches et
les couples qui ont eu plus d’accidents abortifs (24FC) ont la moyenne la plus supérieure des ECS (p<0,05)

etl’indice de réplication la plus basse (p<0,01) (tableau 20).

Certaines études n’ont pas trouvé de différence de fréquence des ECS chez les femmes ayant des
antécédents de fausse couche a répétitionencomparaison avec les témoins [Stephano et Roberto, 1999].En
revanche, Ghosh et Ghosh, (1988) ont signalé une augmentation significative de la fréquence des ECS
pendant la grossesse. La concentration des cestrogenes est augmentée au cours de la grossesse, ce qui peut
étre la raison possible d'une augmentation des ECS [Sharma et Das, 1983]. D’autres études antérieures ont
démontré que le potentiel génotoxique des stéroides provoquedes lésions chromosomiques, une induction

des ECS et la formation d'adduits endogéenes [Joosten et al.,2004].

Les femmes ont la moyenne la plus élevée du taux des ECS et la moyenne la plus basse de I'IR par rapport
aux hommesavec une différence trés hautement significative (p<0,001)(tableau 15). 86,7 % d’entre elles
ont déclaré avoir utilisé une contraception orale comme méthode contraceptive pour une durée moyenne
de 31 mois.Le délai moyen entre I'arrét de la CO et la grossesse est de 1,96 mois. Par ailleurs, une
différence significative s’est révélée entre la prise de CO avant la survenue de FC et le nombre de FC
(tableau 12).La comparaison entre le délai moyen d’arrét de la CO entre les grossesses qui ont évolué vers
des accouchements et celles qui ont été perdues sous forme de FCS, a montré que ce délai est plus court
pour les grossesses qui ont donné des FCS (p<0,05) (tabeau 11). Ceci pourrait expliquer la persistance des
effetsgénotoxiquesdes CO, et aurait un effet négatif sur I'évolution de la grossesse(FC). Falaq et al (2012)
ont rapporté une augmentation significative de la fréquence des ECS chez les femmes sous contraceptifs
oraux qui peut étre di aux nouveaux constituants hormonaux, développés dans le but de réduire les effets

indésirables des contraceptifs, comme la réduction de la teneur en cestrogene. La conversion des
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cestrogenes en cestrogenes catécholiques et en quinines, via des réactions redox provoque des dommages

oxydatifs de I'ADN [Siddique et al., 2005].

Il existe des rapports positifs et négatifs concernant les effets génotoxiques des cestrogénes et des
progestatifs synthétiques [Dhillon et al., 1994].Les ECS sont la manifestation cytologique des échanges
entre les produits de réplication de I'ADN a des locus apparemment homologues. C'est un indicateur
sensible des effets génotoxiques par rapport aux aberrations chromosomiques [Tucker et Preston, 1996].
Le potentiel génotoxique des stéroides est déterminé par les conditions du métabolisme dans le systeme
d'essai et le corps humain. L'extrapolation des données expérimentales sur I'Homme est non seulement

difficile mais également complexe.

Les classes d’age maternel et paternel les plus jeunes, ont les moyennes les plus supérieures des ECS
(p<0,001) et les moyennes les plus basses de I'IR (p<0,001)(tableau 16,17)). Ces résultats témoignent que
c’est deux classessont les plus touchées par les dommages chromosomiques mesurés par le biais de ce
test.L’'étude des ECS en fonction des données obstétricales, a montré que les couples mutigestes,
nullipares, ainsi que ceux quin’ont aucun enfant vivant et ceux qui ont perdu plus d’une grossesseen

période périnatale ont les moyennes les plus élevées des ECS (p<0,001) el les plus basses de I'IR.

Bien que la relation entre la mutagénése et la fréquence des ECS reste obscure, il est bien connu que
I'exposition du feetus vulnérable a des agents endommageant I'ADN peut entrainer des anomalies
congénitales ou méme une perte feetale [Kram et al., 1979]. Il semble également que |'exposition des
femmes a ces agentsaugmente la fréquence des ECS chez leurs nouveau-nés [Funes-Cravioto et al.,
1977].En outre, des taux élevés des ECS ont été rapportés chez les nourrissons présentant une anomalie
congénitale du tube neural [Seshardi et al., 1982 ] et chez les patients atteints du syndrome de Down

[Shubber et al., 199].

La question soulevée jusqu'ici est de savoir si la fréquence des ECS plus élevée chez ces couples est induite
par leur exposition a des agents environnementaux dangereux, ou est constitutionnellement déterminée,

un point qui nécessite des éclaircissements grace a des investigations complémentaires.

L'étude a la fois des aberrations chromosomiques, la fréquence des micronoyaux et les ECS dans les
lymphocytes humains en culture fournit un indice de dommages génétiques survenant pendant la durée de
vie de ces cellules [Koteles et al., 1993]. Considérant que les variations interindividuelles pourraient étre
dues a différents facteurs liés au mode de vie, y compris les expositions environnementales ou a des
facteurs de susceptibilité inter-individuelle. Des études précédentes ont montré que chez différentes
personnes traitées avec la méme dose de mutagene, le niveau d'aberration chromosomique était différent,
ce qui peut étre expliqué par la réactivité individuelle. Aussi la sensibilité individuelle au mutagene est
augmentée en raison de la différence de l'activation métabolique du mutagene et I'efficacité de la

réparation de I'ADN [Siddique et al., 2005].
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Dans la grande majorité des études publiées, des fréquences plus élevées des Mnx, d’AC et d’ECS ont été
trouvées dans les populations exposées a des agents génotoxiques [Migliore et al., 1991 ; Botta et al.,
1996 ; Augusto et al., 1997]. Ainsi, nous pouvons supposer que les couples souffrant d’ASPR et qui ont des
niveaux élevés des Mnx, des AC et des ECS ont été exposés a des agents mutagénes ou que leurs

mécanismes de réparation d'ADN étaient déficients.

Bien que I'analyse des biomarqueurs (AC, IM, IS, Mn, IP, IR et ECS) de génotoxicité soit un moyen sensible
pour détecter les dommages de I'ADN, il faut dire avant que les individus avec des taux élevés d’AC, de Mn
et d’ECS sont plus susceptibles a avoir une perte feetale ou une progéniture anormale. Le manque des
informations publiées dans ce domaine justifient la nécessité d'études complémentaires pour justifier
I'inclusion de ces tests parmi les différents tests réalisés par les couples souffrant de trouble de la
reproduction (ASPR). Ainsi, une étude plus large de ces couples, avec plus de détails sur leurs antécédents,
leur mode de vie, avec un suivi plus long et des examens cytogénétiques répétés pourraient

éventuellement aider a une meilleure maitrise du sujet.

t'1{> Les limites de I'étude

Comme toute étude, la notre a également ses limites, qu’on peut résumer dans les principaux points

suivants :
v’ La petite taille de I’échantillon;

v' I'absence de cas témoins originaire de la méme région, n’ayant aucune fausse couche dans leurs

ATCDS, et ayant un bon résultat obstétrical (enfants vivants) ;

v' L'analyse cytogénétique réalisée sur les cellules somatiques pourrait étre un mauvais indicateur des

dommages possibles de la lignée germinale.
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PRISE EN CHARGE CYTOGENETIQUE DES
COUPLESSOUFFRANT D’AVORTEMENTS SPONTANES
PRECOCES A REPETITION

1 INTRODUCTION

Le diagnostic étiologique des avortements spontanés a répétition pose des problémes souvent difficiles a
résoudre. Les anomalies chromosomiques parentales constituent une possibilité étiologique assez
particuliére, car elles conduisent a une prise en charge médicale avec un conseil génétique et un diagnostic
prénatal voire préimplantatoire.Elles sont caracterisées par leur association a un risque accru de fausse
couche et a une diminution des chances de naissances vivantes [Carp et al, 2004] qui sont fortement liées
au type de I'anomalie. C’est ainsi que le caryotype parental est d’un grand intérét, est-ce des la deuxieme

fausse couche.

2 ETUDE CYTOGENETIQUE DU PRODUIT DE CONCEPTION

Bien qu’une étude compléte d'une fausse couche nécessite de nombreux tests et examens
complémentaires, y compris des tests cytogénétiques, ces tests sont tres onéreux et de pratique difficile, et
les études cytogénétiques ne peuvent tout simplement pas étre réalisées pour chaque perte de grossesse.
Cependant, les tests cytogénétiques du produit de conception sont souvent utiles. Tous les produits de
conception doivent étre soigneusement examinés pour rechercher des signes de malformations
congénitales. Les grossesses présentant des malformations et un retard de croissance sont plus
susceptibles d'avoir des anomalies chromosomiques. La distinction entre une fausse couche
chromosomiquement normaleou non est d’une grande utilité pour la prise en charge des couples car elle

permet de déterminer, la nécessité de d’autres examens supplémentaires de prédire le risque de récidive.

Un couple ayant fait une fausse couche chromosomiquement anormale est plus a risque de présenter a
nouveau une grossesse ultérieure avec un caryotype anormal, alors que dans le cas contraire, il est plus
susceptible d'avoir un caryotype normal lors d'une grossesse ultérieure. [Hassold, 1980 ; Warburton et al.,
1987 ; French et Bierman, 1962]. Les tests cytogénétiques sont particulierement utiles en cas de perte de
grossesse suspectéeavoir des anomalies cytogénétiques. Le risque d'aberrations chromosomiques est
également élevé en cas d’'un état d’anasarque foetale, de macération ou d’échec de grossesse
antérieure[Mueller et al., 1983]. Dans tous les cas ou aucune explication de la perte foetale n'a été établie,
des études cytogénétiques devraient probablement étre réalisées. D'autre part, de nombreux couples
souffrant d’ASPR, trouve que la recherche d’une réponse a leur perte de grossesse doit commencer un peu

plus tot est ce dés le deuxieme accident abortif.

Malgré les avancées considérables dans le domaine de la procréation médicalement assistée d’une part et
la compréhension des mecanismes physiopathologiques liés aux échecs de la grossesse d’autre part,
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beaucoup d’informations sont encore mal connues ou inconnesconcernant les gametes, la méiose, la
mitose, la fécondation, la receptivité utérine, etc ...Un dépistage prénatal peut étre utile en cas de risque
élévé d’abérration chromosomiques. Ainsi, le clinicien doit étre en mesure de donner des explications des
pertes degrossesses, et de proposer une prise en charge adéquate, en augmentant leur chances de réuissir

leurs futures grossesses.

3 CONSEIL GENETIQUE
Tous les couples souffrant d’ASPR et dont lI’exploration cytogénétique a révélé une anomalie

chromosomique doivent bénéficier d’un conseil génétique. Ce dernier a comme principal réle de :
¢ Expliquer aux couples la physiopathologie de cette maladie dont ils souffrent ;

¢ |es sensibiliser a l'inefficacité de toute hormonothérapie ou thérapeutique médicamenteuse ;

Iy

e étudier la possibilité théorique d'une grossesse a terme et le risque potentiel d'aberration

chromosomique néonatale ;

¢ leur expliquer les risques, les bénéfices et les limites du diagnostic prénatal (DPN), principalement liés aux

aléas techniques et a l'interprétation des résultats ;
¢ aider le couple a adopter la bonne décision lorsqu'une anomalie est détectée.

Le conseil génétique est une pratique médicale assez spécifique qui peut prendre beaucoup de temps.
Ildoit étre demandé et réalisé en preconceptionnel. Ce conseil génétique doit étre tres strictement adapté
au couple atteint d’anomalie chromosomique. Le généticien évalue le risque qu’une aberration
chromosomique parentale équilibrée se reproduise ou apparaisse sous une forme déséquilibrée et
provoque une fausse couche ou la naissance d’un nouveau né atteint [Frikha et al., 2012]. A la fin de la

consultation,la décision revient au couple de choisir I'attitude thérapeutique qu’il lui convient.

4 DIAGNOSTIC PRENATAL (DPN)

Lediagnostic prénatal se base sur la réalisation d'un caryotype a partir d'un prélevement foetal, fait en intra
utérin et a un age gestationnel plus ou moins tot. Il est indiqué chez les couples porteurs d’aberration
chromosomique, permettant ainsi le diagnostic de toute anomalie foetale ou embryonnaire.A I'issue du
DPN La prise en charge consiste en une interuption thérapeutique de grossesse (ITG) en cas d’anomalie
|éthale, ou incurable lors de son diagnostic. A I’'heure actuelle le DPN permet dans peu de cas un traitement

en intra-utérin et une bonne gestion de la grossesse et de I’'accouchement.
Le prélevement nécessaire a I’étude cytogénétique est réalisésoit au niveau:

= des villosités choriales (choriocentese) sous contréle échographique, entre 9 et 12 SA ;

= duliquide amniotique (amniocentése) ;

= dusang du cordon ombilical (cordocentese).
Ces techniques de DPN apportent une contribution incontestable a la détection des anomalies
chromosomiques, mais elles gardent un risque abortif non négligeable (3%) [Frikha et al., 2012].
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5 DIAGNOSTIC PRE-IMPLANTATOIRE (DPI)

A la lumiere des résultats de I'étude cytogénétique du produit d’avortement, il est clair que les
avortements spontanés chez les couples présentant des aberrations chromosomiques sont dues a des
anomalies de structuretransmet de maniére déséquilibrée. Le traitement approprié pour prédire et

prévenir les anomalies chromosomiques est le diagnostic génétique préimplantatoire (DPI).

Au cours de la derniére décennie, le diagnostic génétique préimplantatoire (DPI) est devenu un nouvel outil
d'investigation génétique des embryons avant l'implantation. C'est une méthode qui permet aux couples
présentant un risque élevé de donner naissance a un nouveau né atteint d’'une maladie génétique, la
possibilité d'avoir des enfants en bonne santé. Contrairement aux méthodes traditionnelles de diagnostic
prénatal, les couples suivant un DPI ont un risque moindre de faire face a la décision difficile d’interruption
de grossesse. Le DPI a été rendu possible par le développement de plusieurs techniques : les techniques de
fécondation in vitro (FIV) et de micromanipulation comme ['injection intracytoplasmique des
spermatozoides (ICSI) et la biopsie du blastomére ou du corps polaire qui sont des pré-requis pour le DPI,
tout comme les techniques de biologie moléculaire comme la réaction en chaine par polymérase (PCR)

et/ou I'hybridation fluorescente in situ (FISH).

A I'heure actuelle, la majorité des blastoméres étudiés & partir du J3 de I'embryon est pour ladétermination
du genre dans les troubles liés au sexe. Par ailleurs, plus de 300 maladies liées a I'X sont connues a ce jour,
ces maladies sont toutes rares dans la population humaine, mais pourles couples ayant un gene
défectueux, le risque d'avoirun enfant atteint est de 25%[Hanson et al., 2001].

25% a 30% des grossesses réussissent aprés transfert dans un contexte de DPI [Hanson et al., 2001].En
revanche, les aneuploidies sporadiques représentent les anomalies cytogénétiques les plus fréquentes dans
les produits d’avortement, mais ellesne sont pas transmises par les parents [Carp et al., 2004]. Ainsi, le DPI
n'améliore pas la natalité, car les couples ayant une anomalie chromosomiqueperdent fréquemment des
embryons euploides, mais il conserve son avantage dans les aneuploidies récurrentes [Ogilvie et al.,
2001].La plupart des couples ont une forte chancede succes pour les grossesses ultérieures, malgres leurs

antécédents de grossesses chromosomiquement anormales.

La cytogénétique n’est pas seulement un ensemble de techniques utiles a la pratique médicale, mais une
partie de la génétique humaine qui facilite diverses études. La combinaison de différentes techniques de
cytogénétique offre aujourd'hui un tres large éventail d'options, ouvrant largement la voie a de nombreux

développements, dont I'étude du développement humain et de la variation génomique.

145




ETUDE CYTOGENETIQUE DES COUPLES MAROCAINS SOUFFRANT D’AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

146




ETUDE CYTOGENETIQUE DES COUPLES MAROCAINS SOUFFRANT D’AVORTEMENTS SPONTANES PRECOCES A REPETITION

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le présent travail est le premier au Maroc et parmi les rares travaux via le monde entier, qui s’est intéressé
a I'étude des dommages chromosomiquesdes couples souffrant d’avortements spontanés précoces a
répétition. Il contribuerait a expliquer un certains nombre d’avortements qui restait de cause inconnues ou

bien qui serait faussement lié a d’autres facteurs. De cette étude, il a été conclu les résultats suivants:

¥\ L'analyse chromosomique est une étude étiologique importante des couples souffrant de fausses

couches a répétition (FCR), car elle aide au conseil génétique et a la décision du choix

thérapeutique;

X La haute fréquence des micronoyaux, et I'laugmentation du taux des aberrations chromosomiques
et des échanges entre les chromatides sceurs dans les lymphocytes du sang périphérique en culture

suggerent que les couples atteints d’ASPR ont une forte incidence d'instabilité génomique.

Ainsi, ces tests pourraient constituer des biomarqueurs prédictifs d’accidents abortifs et de leurs
répétitions; constituant ainsi des facteurs pronostiques, pour les futures grossesses. Il existe des preuves
convaincantes que I'établissement d'une réponse inflammatoire chronique, associée a la présence d'un
environnement oxydant local, pourraient jouer un role important dans I'étiologie et la progression de
plusieurs complications de la grossesse.Le mode de vie moderne, la sédentarité, I'exposition aux toxines et
les polymorphismes génétiques, prédisposent les individus a I'augmentation de l'inflammation et au stress
oxydatif, en fin de compte conduit a une augmentation des dommages de I'ADN. Ceci peut avoir un impact
sur les gamétes et/ou I'embryon en développement conduisant a I'infertilité, a des avortements et ou a des

malformations congénitales.

A ce jour, la plupart des études se sont concentrées soit sur la relation entre les dommages de I'ADN
maternel et feetal ou bien la relation entre les dommages de I'ADN du sperme et l'infertilité. Les études
futures doivent inclure a la fois les deux partenaires (la mére et le pére), et le foetus par rapport a l'issue de
la grossesse. Ceci permettraita la fois de fournir des seuils de dommages de I'ADN, et la prédiction par la
suite des complications de la grossesse avec |’élaboration d’éventuelles interventions et stratégies de

prévention.

Il est bien connu qu’une nutrition optimale, unindice de masse corporelle (IMC) correct, un sevrage
tabagique, une restriction d'alcool, de caféine et une activité sportive réguiliere, en plus d'autres
modifications du mode de vie pourraient réduire les dommages de I'ADN. Cette réduction fournirait aux

couples une plus grande chance d'une conception naturelle avec un bon résultat obstétrical.
Propositions et Perspectives d’amélioration de la PEC des couples souffrant d’ASPR

L'amélioration de l'issue des grossesses est considérée comme un domaine important d’action pour ceux

qui s’intéressent a I'amélioration de la santé reproductive des couples en général et a la santé des femmes
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et des nouveau-nés en particulier. L'objectif principal est d’avoir des grossesses arrivant a terme et
aboutissant a des naissances vivantes et saines. Ceci constitue un puissant indicateur de la santé de la

femme et un bon reflet du développement du pays.

Au Maroc de nombreux programmes de santé se sont préoccupés de la promotion de la santé des femmes
et des nouveau-nés, ayant comme finalité la diminution du taux de mortalité maternelle et de morti-
naissance. Cependant, aucun ne s'est intéressé au probléeme que posent les avortements en général et les
avortements a répétition en particulier (les causes, les facteurs de risque associés et I"élaboration d’une
prise en charge thérapeutique codifiée). Bien que ce secteur de la santé soit considéré comme une priorité
de la plupart des pays, il reste beaucoup de travail a faire dans notre contexte, et ce malgré les progres
cumulés au fil des années.Notre systeme de soins doit donner plus d’attention a la santé reproductive des
couples ; les avortements ne sont pas inclues dans I'un des rapports annuels et les études dans ce domaine

sont manquantes.

A la lumiére de cette étude et a travers une large revue de la littérature, les ASPR nécessitent un bilan
étiologique afin de déterminer les causes et permettre aux couples de bénéficier d’un traitement préventif
ou curatif susceptible de réduire le risque de récidive. De nombreuses études soulignent I'impact des
facteurs environnementaux et de la nutrition sur la stabilité chromosomique, affectant la gamétogenése,
ledéveloppement embryonnaire et I'évolution de la grossesse. Ainsi, le bilan étiologique des avortements
spontés, et en particulier des ASPR, doit tenir compte de ces facteurs qui semblent représenter une voie
prometteuse dans I'amélioration de la prise en charge des pathologies liées a la reproduction entre autres
les avortements et qui reste encore mal explorée. Est-ce d’autant plus que ce sont des facteurs modulables

sur lesquels on peut agir pour améliorer le pronostic de la grossesse.

La réalisation de larges études prospectives, incluant le mode de vie, les antécédents pathologiques, et le
prélevement d'échantillons biologiques avant et au cours de la grossesse, permettrait certe une bonne
compréhension du sujet et une meilleure prise en charge de ces couples. Ces études doivent étre congues
avec des techniques d'évaluation des dommages d’ADN uniformes, afin que les résultats puissent étre

regroupés et facilement comparés.
A la fin nous proposons :

» De mettre en place un registre dédié aux avortements spontanés et comprenant toutes les

données qui leurs sont relatives (base de donnée) ;
» Améliorer I'offre de soins des couples souffrant de d’ASPR ;
» Sensibiliser les couples a consulter tot, aprés le deuxiéme accident abortif ;

> Adopter un protocole de PEC bien codifié par les sociétés savantes sans omettre le soutien

psychologique ;
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Le monitorage des dommages de 'ADN a l'aide des tests de génotoxicité (AC, MN, ECS) en
préconceptionnel, pourrait constituer un bon facteur prédictif et pronostic des complications liées

ala grossesse (pertes foetales);

Expligueraux couples I'intérét d’adopter un mode de vie sain et d’éviter, voir minimiser |’exposition
aux facteurs environnementaux nuisibles pour la santé en générale et la santé reproductive en

particulier ;

Enfin insister sur I'importance du conseil génétique et sur la bonne collaboration entre le gynéco-

obstétricien et le généticien.

Et enfin, encourager et approfondir la recherche médicale dans ce domaine ;
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ANNEXES

Préparation des solutions:

1-Préparation du Milieux de culture cellulaire des lymphocytes:

Pour la préparation de 500 mL du milieu:

RPMI 1640........iooiiie et eeeiieese et seeeeessees e D000 ML

Bicarbonate de sodium 0,68.......c.cccevvvveceeecerriesseseieieennenee... 500mML
Sérum de veau feetale (15%) 75ML.....ccccvveievecceeecieseies cveevveennnn. 500mML
Phytohémagglutinine(PHA) (1,5%) 10mL........cccceeevereerrrerreneneen... 500mL
Antibiotique (Pénicilline /Streptomycine) 3,96ML.......cccecevevvererennnene. 500mL

Ajusterle PHa 7,7.

Filtration du milieu a I'aide du filtre millipore 0,22 um sous la hotte a flux laminaire.
Répartir 5mL du milieu dans chaque tube de la culture cellulaire.

Conserver les tubes a 4°C.

2- Préparation de la solution de PBS pour I’extrait soluble:

-5gNacCl
-0,2gKCl

Dissoudre dans 1litre d’eau distillée:
-1,44gNa2HPO4
-0,2gKH2P0O4
AjusterlePHa 7,4

3-Préparation de la solution de PHA:

Mélanger 5 mg de la phytohémagglutinine (PHA) (1%) avec 12,5 du milieu RPMI1640.

4-Préparation de la solution de KClI :

Dissoudre 5,6g de la poudre de KCI (0,075M) dans 1000mL d’eau distillée.

5-Préparation du colorant Giemsa:

Mettre 5% du colorant Giemsa dans I'eau distillée.

6-Préparation de la solution saline de citrate (SSC):

Pour préparer 1 litre de cette solution il faut mélanger les deux solutions suivantes :

Solution A : dissoudre 8.765g de NaCl dans 500mL d’eau distillé.
Solution B : dissoudre 4.45g de CsHs NasO; dans 500mL d’eau distillé.

7- Préparation de la solution de PBS pour la coloration:

Pour préparer 1 litre de cette solution peser :

8g NaCl.

0,2 g KCl.

2,16g Na;HPO,4.7H,0.
0,1g CaCl,

0,1g MgCl,.6H,0.

8- Préparation de la solution Hoescht:
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Pour préparer 100 mL : ajouté 2ml de la solution mére d’hoescht dans 98mL de la solution de PBS.

FICHE D’EXPLOITATION

I. IDENTIFICATION DE LA FEMMEE :

e AGE:
SITUATION FAMILIALE :

NIVEAU SOCIO-ECONOMIQUE :

LIEU RESIDENCE : URBAIN RURAL

STATUT INTELECTUEL :
PROFESSION :

e COUVERTURE SANITAIRE :

AUTRES :

ILANTECEDANTS :
% GYNECO-OBSTETRICAUX :

e AGE DES 1% REGLES:
e AGE MARIAGE
e NOTION CONSANGUINITE

* CARACTERE CYCLE MENSTRUEL : REGULIER OUI NON
e GESTITE: * PARITE: * AGE 1" GROSSESSE :
* FC: EV: MFIU: DECEC NOENATAL: MORT NE : DECES INFANTIL :

* TRAITEMENT PRIS GROSS : TTT DE FC: SEJOUR HOSPITALIER:  AG: ECHO:
OEUG CLAIR  GROSS ARRETEE:

*Dl : DP:

*GEU : OUI NON

MOLE HYDATIFORME OUI NON

*ACCOUCHEMENT VOIE BASSE  OUI NON

*ACCOUCHEMENT PAR CESARIENNE Ooul NON

*ALLAITEMENT AU SEIN : OUI NON DUREE

*CONTRACEPTION ORALE: OUI NON DUREE

e IST: OUI NON
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*KYSTE OVARIEN : OUI NON
*FIBROME : OUI NON
*POLYPE UTERIN : OUI NON
* PMA : OUI NON

AUTRES :

% INVESTIGATIONS ET BILANS REALISES :

QUESTION REPONSE DATE DE L'EXAMEN RESULTAT
ECHOGRAPHIE Oul
PELVIENNE /ENDOVAGINALE | NON
HYSTEROSLPINGOGRAPHIE | OUI
NON
HYSTEROSCOPIE Oul
NON
BIOPSIE DE L'ENDOMETRE Oul
NON
CEOLIOSCOPIE DIAG OU Oul
THERAPEUTIQUE NON
DILATATION/CURETAGE Oul
NON
TEST POST-COITAL Oul
NON
DOSAGE HORMONAUX Oul
(OESTROG, PROGEST, NON
PROLACTINE, FSH, LH)
BILAN THYROIDIEN Oul
NON
ANTICORPS ANTI- Oul
NUCLEAIRES NON
CARYOTYPE Oul
NON

% ATCDS MEDICAUX:
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% ATCDS CHIRURGICAUX :

% ATCDS FAMILIAUX :

AUTRES :

% MODEDE VIE:

AUTRES :
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& AUTRE A AJOUTER:

AUTRES :
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%  VIE REPRODUCTIVES :

AUTRES :

% ATCDS MEDICAUX :

%  ATCDS CHIRURGICAUX :

%  ATCDS FAMILIAUX :

AUTRES :

% MODEDEVIE:
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AUTRES :

& AUTRE A AJOUTER:

——
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